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ABSTRACT

Various  studies  suggest  that  oxidative  modifications  of  low  density  lipoprotein  (LDL),  and

also  other  lipoproteins,  have  an  important  role  in  the  development  of  atherosclerosis.  In

addition  to  the  oxidation  products  formed  endogenously,  oxidised  triacylglycerols  (TAG)

and  oxysterols  in  the  diet  contribute  to  the  oxidised  lipoproteins  found  in  circulation.

However,  studies  on  both  the  effect  of  oxidised  dietary  lipids  on  lipoprotein  lipid  oxidation

and  the  reactions  that  modify  oxidised  fat  after  ingestion  have  been  scarce.  Studies  on  the

effects  of  dietary  antioxidants  on  the  lipid  oxidation in  vivo  and  the  risk  of  atherosclerosis

have  been  inconclusive.  More  clinical  trials  are  needed  to  test  the  importance  of  lipoprotein

oxidation as  a  cardiovascular  risk  factor  in  humans.

In  the  recent  years,  various  methods  have  been  optimised  and  applied  to  the  analysis  of  lipid

oxidation  products in  vivo,  and  information  on  the  molecular  structures  of  oxidised  lipids  in

plasma,  lipoproteins  and  atherosclerotic  plaques  has  started  to  accumulate.  However,

specific  structures  of  oxidised  TAG  molecules  present  in  these  tissues  and  lipoprotein

fractions  have  not  been  investigated  earlier.  In  the  orginal  research  in  this  thesis,  an

approach  based  on  high­performance  liquid  chromatography­electrospray  ionisation­mass

spectrometry  (HPLC­ESI­MS)  and  baseline  diene  conjugation  (BDC)  methods  was  used  in

order  to  investigate  lipid  oxidation  level  and  oxidised  TAG  molecular  structures  in  pig  and

human  lipoproteins  after  dietary  interventions.

The  approach  was  optimised  with  human  LDL  samples,  which  contained  various  oxidation

products  of TAG.  LDL  particles of  hyperlipidaemic  subjects  contained  an  elevated amount of

conjugated  dienes.  In  the  pig  studies,  several  oxidised  TAG  structures  with  hydroxy,  keto,

epoxy  or  aldehydic  groups  were  found  in  chylomicrons  and  VLDL  after  diets  rich  in

sunflower  seed  oil.  Also,  the  results  showed  that  oxidised  sunflower  seed  oil  increased  the

oxidation  of  lipoprotein  lipids  and  their  TAG  molecules.  TAG  hydroperoxides  could  be

detected  neither  in  the  small  intestinal  mucosa  of  the  pigs  fed  on  the  oxidised  oil  nor  in  their

chylomicrons or  VLDL.
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In  the  clinical  studies,  dietary  flavonol  aglycones  extracted  from  sea  buckthorn  berries  did

not  have  an  effect  on  lipoprotein  lipid  oxidation  and  other  potential  risk  factors  of

atherosclerosis,  but  their  absorption  was  demonstrated.  Oil  supplementation  seemed  to

increase  the  bioavailability  of  the  flavonols. Oxidised  TAG  molecules  were  detected  in  LDL

particles of  the  subjects  after both  flavonol  and control  diets.
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ABBREVIATIONS

ACN:DB acyl  carbon  number:number of double  bonds
ALD (core)  aldehyde
AUC areas  under  the concentration­time  curve
apoB apolipoprotein B­100
BDC baseliene  diene conjugation
CI chemical  ionization
DEAE diethylaminoethanol
DNPH dinitrophenylhydrazine
EI electron  impact  ionisation
ELSD evaporative  light  scattering  detector
ESI electrospray  ionisation
GC gas  chromatography
GPx glutathione  peroxidase
HDL high  density  lipoprotein
HETE hydroxyeicosatetraenoic  acid
HODE hydroxyoctadecadienoic  acid
HPLC high­performance  liquid  chromatography
HPODE hydroperoxyoctadecadienoic acid
IDL intermediate  density  lipoprotein
LCAT lecithin:cholesterol  acyltransferase
LDL low density  lipoprotein
LOX lipoxygenase
MDA malondialdehyde
MS mass  spectrometry
MS/MS tandem mass  spectrometry
m/z mass­to­charge  ratio
NP normal­phase
oxLDL oxidised  LDL
PAPC palmitoylarachidonoyl  glycerophosphocholine
PC glycerophosphocholine
PCOOH phosphatidylcholine  hydroperoxide
PLPC palmitoyllinoleoyl  glycerophosphocholine
RP reversed­phase
sn stereospecific numbering
SOD superoxide  dismutase
TAG triacylglycerol
TBARS thiobarbituric acid­reactive  substances
TLC thin­layer  chromatography
TMS trimethylsilyl
Tyr. tyrosyl  radical
vit  C vitamin C
VLDL very  low density  lipoprotein
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1  INTRODUCTION

Several  studies  suggest  that  oxidised  low  density  lipoprotein  (LDL)  particles  have  an

important  role  in  the  development  of  atherosclerosis  (1–4).  Based  on  the  results  various

research  groups  have  obtained  during  the  last  20  years,  oxidised  chylomicrons/chylomicron

remnants  and  very  low  density  lipoprotein  (VLDL)  particles  may  have  a  similar  role  as

potent  contributors  to  atherogenesis  (5–8).  Most  studies  have  concentrated  on  the  analysis

of  oxidised  cholesterol,  glycerophospholipid  and  protein  species  found  in  the  surface  layers

of  the  lipoprotein  particles.  There  are  very  few  studies  on  the  oxidised  triacylglycerol  (TAG)

species,  which may  also  affect  the  physicochemical  characteristics  of  lipoproteins,  but  which

are  found  in  the  core  of  the  particles.  In  TAGs,  a  fatty  acyl  group  is  esterified  to  each  of  the

three  hydroxyl  groups  of  a  glycerol  molecule.  Like  in  glycerophospholipids  and  cholesteryl

esters,  unsaturated  fatty  acid  residues  within  the  molecule  are  susceptible  to  both  non­

enzymatic  and  enzymatic  oxidation,  which  may  be  of  physiological  importance.

Effects  of  dietary  antioxidants  on  lipid  oxidation in  vivo  and  the  risk  of  atherosclerosis  have

been  widely  studied,  but  the  results  have  often  been  confusing  and  inconclusive  (9).  Several

epidemiological  studies, however,  have  indicated  some  degree  of  inverse association  between

flavonoid  intake  and  coronary  heart  disease  (10).  While  there  has  been  a  major  focus  on  their

antioxidant  properties,  flavonoids  and  their in  vivo metabolites  may  also  exert  modulatory

effects  in  cells  through  actions  at  protein  kinase  and  lipid  kinase  signalling  pathways.  Some

of  these  effects  may  be  anti­inflammatory  (11,  12).  Some  animal  and  human  studies  suggest

that  sea  buckthorn  flavonoids  may  lower  blood  viscosity  and  enhance  cardiac  function  (13–

18).  In  the  present  research,  the  effects  of  flavonols  extracted  from  sea  buckthorn  (Hippophaë

rhamnoides  L.)  on  the  potential  risk  factors  of  cardiovascular  disease  were  studied.

Generally,  studies  of  the  dietary  effects  on  lipoprotein  oxidation at  molecular  level  have  been

scarce.  Also,  there  are  only  a  few  useful  methods  for  direct  measurement  of  lipoprotein

oxidation in  vivo  (19).  In  the  present  studies,  a  novel  approach  based  on  high­performance

liquid  chromatography­electrospray  ionisation­mass  spectrometry  (HPLC­ESI­MS)  and

baseline  diene  conjugation  (BDC)  methods  has  been  used  in  order  to  investigate  lipid

oxidation  in  pig and  human  lipoproteins  after  dietary  interventions.
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2  LITERATURE  REVIEW

2.1  OXIDATION  HYPOTHESIS OF ATHEROSCLEROSIS

The  narrowing  and  blockage  of  the  arteries  by  a  plaque  (lesion)  that  consists  of  cholesterol,

calcium,  clotting  proteins  and  other  substances,  is  called  atherosclerosis.  When  this  process

occurs  in  the  arteries  leading  to  the  heart,  the  result  is  coronary  heart  disease.  The

hypothesis  that  oxidative  modification  of  LDL  plays  an  important  role  in  the  progression  of

atherosclerosis  has  been  widely  accepted  (20),  although  some  researchers  suggest  that  there

is  a  possibility  that  oxidative  events  are  merely  an  injurious  response  to  atherogenesis  or  a

secondary  event  related  to  it  (21).  The  oxidation  hypothesis  is  supported  by  various in  vitro

and  animal  studies,  as  well  as  observational  studies  in  man.  Supporting  clinical  trial  results,

using  antioxidant  intervention,  have  been  more  elusive  (22–24).  These  inconsistent  results

may  not  be  surprising  since  LDL  oxidation  is  induced  by  several  oxidants  and  proceeds  by

several  mechanisms,  and  the  efficacy  of  antioxidants  may  depend  on  these  factors  (25).

However,  appropriate  clinical  trials  are  needed  to  properly  test  the  importance  of  oxidation

in  the  pathogenesis  of  atherosclerosis  in  humans  (22).

Studies  have  demonstrated  that  several  cell  types  can  modify  LDL in  vitro,  but  the  exact

mechanisms  by  which  they  do  so  remain  unsettled.  The  site  and  mechanisms  whereby

lipoproteins  (Table  1,  Figure  1)  are  oxidised  have  not  been  fully  resolved  (24,  26).  In

addition  to  the  oxidation  products  formed  endogenously  by  enzymatic  and  non­enzymatic

reactions,  also  diet  contributes  to  the  oxidised  lipoproteins  found  in  circulation.  It  seems

that  oxidised  dietary  lipids  are  absorbed  from  the  small  intestine  and/or  they  initiate  a

cascade  of  subsequent  reactions  that  result  in  the  increased  oxidation  of  plasma  lipoproteins

(26).

Oxidised  lipoproteins  have  been  identified  in  atherosclerotic  lesions  in  both  animals  and

humans  (27).  Oxidised  lipids  found  in  human  lesions  include  many  of  the  products  also

generated  during in  vitro  oxidation  of  LDL,  such  as  oxidised  fatty  acids  attached  to

glycerol/cholesterol  backbone,  oxysterols  and  oxidation  products  of α­tocopherol.  Protein

oxidation  products  are  also  present,  particularly  in  more  advanced  lesions  (28).
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2.1.1 Oxidised  LDL and  the development of  atherosclerotic  plaques

Atherosclerosis  is  a  disease  that  develops  slowly  over  decades.  Key  events  in  early  lesion

development  are  the  accumulation  of  plasma  lipoproteins  in  the  intima  (the  innermost  layer

of  a  blood  vessel),  increased  expression  of  adhesion  molecules,  and  the  migration  of

monocytes  into  the  intima.  Monocytes  are  transformed  into  macrophages  and  they

accumulate  large  deposits  of  lipoprotein­derived  cholesterol.  The  accumulation  of  lipids

leads  to  the  formation  of  swollen  macrophages,  so  called  “foam  cells”,  which  are  the  hallmark

of  early  atherosclerotic  lesions  (28).  Atherosclerotic  lesions  can  be  classified  as  initial  lesions

(classes  I–II),  fatty  streak  lesions  (II–III),  fibro­fatty  lesions  (IV–V)  and  complex/ulcerated

lesions  (V–VI),  representing  the  spectrum  of  atherosclerosis.  A  lesion  that  is  potentially

symptom­producing  is  called  an  atheroma  (31).

Table  1. Average  composition and characteristics of human  plasma  lipoproteins  (29,  30).

Chylomicrons VLDLc IDLd LDLe HDLf

Origin Intestine Liver VLDL VLDL Liver/intestine

Diameter (nm) 75­1200 30­80 25­35 18­25 5­12

Density  (g/mL) <0.96 0.96­1.006 1.006­1.019 1.019­1.063 1.063­1.210
Composition
(weight%)

Triacylglycerolsa 88 56 29 13 15

Cholesterol  estersa 3 15 34 48 30

Free  Cholesterolb 1 8 9 10 10

Phospholipidsb 8 20 26 28 45

Protein 1­2 6­10 11 21 45­55

Apolipoproteins B­48, A­I,  A­IV,  B­100,  C1, C2,  B­100,  C1, C2, B­100 A­I, A­II,  E

C1, C2, C3, E C3,  E C3,  E
acore  lipids
bsurface  lipids
cvery  low  density  lipoprotein
dintermediate  density  lipoprotein
elow density  lipoprotein
fhigh  density  lipoprotein
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According  to  the  oxidation  hypothesis,  LDL  is  subject  to  oxidative  modifications  of  the  lipid

and  protein  components  of  the  particle.  Initial  modification of  LDL  results  in  mildly  oxidised

particles  that  are  no  longer  recognised  by  LDL  receptors.  Hydroperoxides  of  cholesteryl

esters,  glycerophospholipids  and  TAGs  are  found  in  these  particles.  Greater  oxidation

results  in  the  accumulation  of  more  advanced  oxidation  products  like  free  and  esterified

lipid  aldehydes,  and  in  the  modification  of  apolipoprotein  B­100  (apoB)  (4,  28).  Receptor­

mediated  uptake  of  LDL,  the  major  carrier  of  plasma  cholesterol,  is  normally  suppressed

through  the  down­regulation  of  LDL­receptor  expression  in  response  to  an  increasing

intracellular  cholesterol  level.  The  modified  LDL  particle  is  still  taken  up  by  macrophages,

but  via  receptors  whose  expression  is  not  controlled  by  cholesterol  loading.  These  receptors

include  scavenger  receptor  CD36  and  scavenger  receptor  class  A.  The  uncontrolled  LDL

uptake  leads  to  the  formation  of  the  foam  cells,  which  are  present  in  the  earliest  detectable

lesions  (Figure  2)  (4,  28,  33).

Figure  1. General  lipoprotein  structure.  LCAT,  lecithin:cholesterol  acyltransferase.
Reproduced  with  permission  from  Durrington  PN.  Hyperlipidaemia: Diagnosis  and
Management.  2nd edition.  London:  Butterworth­Heinemann;  1995  (32).
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2.1.1.1  Potentially  proatherogenic  effects  of  oxidised  LDL

In  addition  to  the  promotion  of  foam  cell  formation,  oxidised  LDL  (oxLDL)  induces  the

expression  of  chemotactic  factors  that  attract  inflammatory cells  into  the  arterial  wall,  and  is

also  chemotactic  by  itself  (4,  28,  34).  OxLDL  seems  to  inhibit  cholesterol  export  from

macrophages  (28).  At  high  levels,  the  oxidation  products  may  promote  cell  death  (35,  36)

and  thus  contribute  to  the  formation  of  the  necrotic  core  characteristic  of  an  advanced

atherosclerotic  plaque.  OxLDL  promotes  the  expression  of  matrix  metalloproteinases,  which

are  important  factors  in  plaque  instability  and  rupture,  phenomena  that  lead  to  the  clinical

Figure  2.  The  atherosclerotic  process  based  on  the  oxidation  hypothesis.  1,  low
density  lipoproteins  (LDL)  become  oxidised.  2,  circulating  monocytes  are  recruited  to
the  arterial  intima  by  chemoattractants,  including  oxidised  LDL.  3,  these  monocytes
undergo  differentiation,  becoming  macrophages,  which  are  scavenger  cells  that
recognise  and  accumulate  oxidised  LDL.  4,  the  lipid­laden  macrophages  then  become
foam  cells,  which  cluster  under  the  endothelial  lining  to  form  a  bulge  into  the  artery.
5,  this  bulge  is  called  a  fatty  streak  and  is  the  first  overt  sign  of  atherosclerotic  change
(21).
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symptoms  of  atherosclerosis  (37).  Oxidation  of  LDL  also  increases  its  sensitivity  to

aggregation  and  to  modification  by  sphingomyelinase,  promoting  further  the  likelihood of  its

intimal  modification  and  uptake  by  macrophages  (28).  A  pro­inflammatory  state  may  be

stimulated  by  the  modulation  of  the  synthesis  of  a  variety  of  cytokines  and  growth  factors.

All  of  these  changes  may  promote  lipid  accumulation  and  inflammation,  processes

contributing  to  the  development  of  atherosclerosis  (4).

2.1.1.2  Oxidants  and oxidation  mechanisms  involved  in  LDL oxidation

Lipoproteins  can  be  oxidised  by  many  kinds  of  oxidants,  and  by  different  pathways  and

mechanisms,  both  enzymatic  and  non­enzymatic  (Figure  3).  Some  of  the  oxidants  may

originate  from  cells  such  as  macrophages,  endothelial  cells  and  smooth  muscle  cells.  Other

oxidants  may  be  derived  from  exogenous  sources,  such  as  diet  and  smoking.  Polyunsaturated

fatty  acids  are  often  the  primary  targets  of  oxidation,  and  they  are  present  in  cholesteryl

esters,  glycerophospholipids  and  TAGs.  The  fatty  acids  are  initially  oxidised  to

hydroperoxides.  These  acyl  hydroperoxides  may  then  be  further  reacted  to  e.g.  alcohols,  or

they  can  undergo  C–C  bond  cleavage  to  form  short­chain  (3–9  carbons)  aldehydes,  such  as

malondialdehyde,  hexanal  and  4­hydroxyhexanal.  Aldehydic  products  formed  within

esterified  lipids  are  called  core  aldehydes.  Non­enzymatic  peroxidation  of  arachidonic  acid

generates  prostaglandin­like  compounds,  isoprostanes  and  epoxyisoprostanes.

Epoxyisoprostanes  may  undergo  rearrangement  to  isolevuglandins.  Reactive  oxidation

products  such  as  aldehydes  and  isolevuglandins  form  adducts  with  apoB,  which  leads  to  the

increased  uptake  of  the  LDL  particle  by  macrophages.  Cholesterol  oxidation  leads  to  the

formation  of  hydroperoxy­,  keto­  and  hydroxycholesterols  (25,  28,  38).

Free­radical­mediated  lipid  peroxidation  proceeds  by  chain  mechanism  where  the  peroxyl

radicals  act  as  chain­carrying  species.  The  mechanism  and  products  are  the  same  regardless

of  whether  the  oxidation  is  initiated  by  attack  of  hydroxyl  radicals,  peroxynitrite  (ONOO­),

tyrosyl  radical  or  other  radical  species.  In  LDL,  linoleate  is  the  major  fatty  acid,  whose  non­

enzymatic  oxidation  proceeds  by  a  mechanism  that  produces  racemic  9­  and  13­

hydroperoxyoctadecadienoates  (HPODEs)  in  equal  amounts  as  the  primary  oxidation

products.  Both Z,E and E,E  stereoisomers  are  formed  (25).
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The  enzymatic  oxidation,  on  the  other  hand,  gives  regio­,  stereo­  and  enantio­specific  lipid

hydroperoxides.  As  an  example,  oxidation  of  linoleic  acid  in  LDL  by  rabbit  reticulocyte  15­

lipoxygenase  selectively  gives  13(S)­9Z,11E­HPODE  (39).  15­lipoxygenase  type  1  and  5­

lipoxygenase  pathways  are  the  prime  candidates  within  the  enzyme  class  implicated  in

atherosclerosis,  although  several  details  remain  to  be  investigated  (40).  Oxidation  by

myeloperoxidase  proceeds  by  both  radical  and  non­radical  mechanisms.  Recent  clinical

trials  support  a  role  for  myeloperoxidase  in  atherogenesis  (41).  Myeloperoxidase  uses

hydroperoxide  and  halide  ions  to  give  hypochlorous  (HOCl)  and  hypobromous  (HOBr)

acids  and  tyrosyl  radicals,  which  may  oxidise  LDL  by  several  mechanisms.  Tyrosyl  radicals

promote  lipid  peroxidation  and  cross­link  protein  tyrosine  residues  (25).  3­chlorotyrosine

has  been  found  to  be  markedly  elevated  in  LDL  isolated  from  human  atherosclerotic  intima

(42).  HOCl  is  increasingly  implicated  in  atherosclerosis  (28).  It  reacts  with  hydrogen

peroxide,  hydroperoxides  as  well  as  thiol  and  amino  groups  of  proteins  to  give  various

radical  species.  HOCl  reacts  with  the  amino  groups  also  to  give  chloramines,  which  may

break  down  to  aldehydes  (25).  Although  products  of  LDL  oxidation  are  potentially

atherogenic,  some  of  them,  such  as  lysophosphatidylcholine,  may  give  rise  to  compensatory

beneficial  responses,  such  as  as an upregulation of  antioxidant  enzyme  activity  (24).
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Figure  3.  Oxidation  of  LDL  potentially  leading  to  atherogenesis,  and  its  inhibition  by
antioxidants.  The  ovals  represent  antioxidants.  GPx,  glutathione  peroxidase;  LOX,
lipoxygenase;  MPO,  myeloperoxidase;  SOD,  superoxide  dismutase;  Tyr.,  tyrosyl  radical;  vit C,
vitamin  C  (25).
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The  oxidative  modification  of  apoB  may  be  even  more  important  than  lipid  oxidation per  se

for  recognition  by  scavenger  receptors.  ApoB  may  be  oxidised  by  both  radical  and  non­

radical  mechanisms.  The  modifications  of  apoB  by  aldehydes  formed  by  lipid  peroxidation,

glycation  and  amino  acid  oxidation  may  play an  important  role  (25, 43).

Some  potentially  atherogenic  compounds  may  also  serve  as  anti­atherogenic  agents.  Nitric

oxide  (NO)  reacts  rapidly  with  superoxide  to  give  peroxynitrite,  which  oxidises  LDL  to  an

atherogenic  form.  However,  NO  is  also  known  to  act  as  a  radical­scavenging  antioxidant

(25).  Interestingly,  in  some  animal  studies,  both  overexpression  and  deficiency  of

lipoxygenase  have  led  to  decreased  atherosclerosis,  although  the  evidence  in  general

supports  the  role  of  certain  lipoxygenases  in  atherogenesis  (44).  Some  lipid  oxidation

products,  like  certain  eicosanoids,  may  also  have  anti­atherogenic  effects,  e.g.  through

control  of  platelet  activation  (45).

2.1.2  Oxidation  of  other  lipoproteins  than  LDL

Oxidation  of  other  lipoprotein  classes  than  LDL  may  also  contribute  to  atherogenesis.  The

mechanisms  that  lead  to  the  oxidation  of  LDL  are  likely  to  affect  other  classes  as  well.  Some

large  TAG­rich  lipoprotein  particles  may  be  less  likely  to  enter  the  arterial  wall  than  LDL,

but  when  oxidised  are  likely  to  deliver  a  greater  oxidant  load  to  the  arterial  wall.  Also,

according  to  Mamo  and  Wheeler  (46),  chylomicrons  and  their  remnants  may  associate  with

arterial  tissue  with  even  greater  efficiency  than  LDL.  Oxidised  chylomicrons  and  their

remnants  seem  to  be  potentially  atherogenic  (5–8).  Oxidation  of  chylomicrons  results  in

particles  that  may  serve  as  a  substrate  for  scavenger  receptors  (8).  However,  chylomicron

remnants  and  VLDL  may  induce  foam  cell  formation  even  in  their  native  forms  (4,  47).

Oxidised  VLDL  has  been  identified  in  atherosclerotic  lesions  and  may  have  a  contribution  to

cardiovascular  risk when  plasma TAG­levels are  elevated (4).

Lipoprotein  remnant  particles  can  be  derived  either  from  chylomicrons  or  from  VLDL  (4).

These  particles  penetrate  the  arterial  wall  more  easily  than  VLDL,  and  once  there  they  may

undergo  oxidation,  which  may  be  more  likely  if  they  already  carry  diet­derived  lipid



17

oxidation  products  (4,  48).  Although  chylomicron  remnants  seem  to  be  accumulated

efficiently  into  macrophages  even  without  oxidative  modification,  the  effects  may  be

different  between  the  oxidised  and  non­oxidised  particles.  There  appears  to  be  greater

similarity  to  the  effects  of  oxLDL  after  oxidation  of  the  particles,  which  suggests  that  the

effects  of  oxidation products  predominate  in  these  conditions  (47).

Most  studies  looking  at  the  relative  susceptibility  of  lipoproteins  to  oxidation  have  found

high  density  lipoprotein  (HDL)  to  be  more  susceptible  than  LDL  (44,  49).  The  low  content

of  antioxidants  in  HDL  relative  to  LDL  is  believed  to  explain  this  difference.  The  research  on

LDL  oxidation  in  human  atherosclerotic  lesions  has  provided  insight  into  the  most  likely

physiologic  mediators  of  lipoprotein  oxidation.  The  oxidisability  of  HDL  and  its  presence  in

extracellular  fluid  suggest  that  the  mediators  of  LDL  oxidation  are  likely  to  be  the  most

relevant  for  studying  the  potential  effects  of  oxidation  on  HDL  function.  For  example,

studies  suggest  that  HDL  is  readily  oxidised in  vitro  by  peroxidase­generated  tyrosyl  radical

as  well  as  by  peroxynitrite.  In  addition  to  its  potentially  harmful  effects,  oxidised  HDL  may

also  enhance  some  mechanisms  induced  by  native  HDL  that  prevent  the  accumulation  of

cholesterol  in  the  artery wall  (44).

2.2 EFFECT  OF DIET  ON  THE  LIPID OXIDATION IN  LIPOPROTEINS

2.2.1  Oxidised dietary  lipids

Mechanisms  for  the  oxidation  of  lipids  in  food  include  enzymatic  oxidation,  photo­

oxidation,  autoxidation  and  thermal  oxidation  (Figure  4).  Thus,  the  storage  and  the

methods  of  food  processing  play  a  role  in  the  process.  Oxidised  fatty  acids  can  be  found  in

most  lipid  classes  including  TAGs,  glycerophospholipids  and  sterol  esters.  The

hydroperoxides  formed  may  also  be  transformed  into  molecules  such  as  aldehydes,  alcohols

and  ketones.  These  structures  can  be  present  attached  to  the  original  lipid  (glycerol  or

sterol)  backbone,  or  as  free  molecules (50–53).  In  addition,  oxysterols, e.g.  7β­

hydroxycholesterol  and  7­ketocholesterol,  may  be  formed  from  sterols  by  non­enzymatic

and  enzymatic  mechanisms  (47).
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There  is  evidence  that  both  peroxidised  fatty  acids  (54–57)  and  oxysterols  (58–61)  are

absorbed  in  chylomicrons  and  are  delivered  to  liver  in  chylomicron  remnants,  where  they

may  be  incorporated  into  endogenous  lipoproteins  (47).  Alternatively,  instead  of  absorption

as  such,  oxidised  dietary  lipids  may  initiate  a  cascade  of  subsequent  reactions  in  small

intestinal  mucosa  that  result  in  the  increased  oxidation  of  chylomicron  lipids.  Potentially

atherogenic  oxidised  lipoproteins  are  thus  at  least  partially  derived  from  oxidised  lipids  in

the  diet.

In  a  postprandial  study  in  humans  by  Wilson  et  al.  (62),  dietary  fat  containing  TAG

molecules  with  either  two 13C­labeled  hydroxystearic  acid  residues  or  two 13C­labeled

dihydroxystearic  acid  residues  increased  the  plasma  concentration  of 13C­labeled  hydroxy

fatty  acids.  The  amounts  of  these  labeled  hydroxy  fatty  acids  that  were  absorbed  were

Figure 4. A  scheme of postulated non­enzymatic  formation of non­volatile  triacylglycerol
oxidation  products  from  linoleic  acid.  ALD,  core  aldehyde.
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estimated  to  be  on  the  average  21.0%  and  4.5%,  respectively.  The  absorption  of  naturally

occurring  hydroxy  fatty  acids  in  the  diet  (from  walnut  oil)  was  estimated  to  be  even  higher,

38.7%.

In  a  human  study  by  Staprans  et  al.  (56),  the  quantity  of  oxidised  fatty  acids  found  in

chylomicron/chylomicron  remnant  lipoprotein  fraction  was  proportional  to  the  amount  of

oxidised  fatty  acids  in  the  heated  corn  oil  in  the  test  meal  (measured  as  conjugated  dienes).

Over  the  8  h  time  period  it  takes  to  clear  chylomicrons/chylomicron  remnants  from  the

circulation,  there  were  considerably  higher  levels  of  oxidised  fatty  acids  in  the  chylomicrons

of  the  subjects  that  were  fed  the  oxidised  meal  compared  to  those  that  were  fed  the  control

meal.  There  was  no  increase  in  the  oxidation  of  other  lipoproteins.  In  a  study  made  on  rats

(55),  intragastrically  adminstered  oxidised  linoleic  acid  was  shown  to  be  delivered  to  liver

via  chylomicrons.  After  this,  the  oxidised  fatty  acid  was  shown  to  be  incorporated  into

VLDL  lipids  (tested  in  a  rat  liver  perfusion).  Also,  in  a  study  made  on  rabbits  (63),  the

amount  of  conjugated  dienes,  an  indicator  of  lipid  oxidation,  increased  in β­migrating  VLDL

(β­VLDL)  after  a  diet  containing  oxidised  corn  compared  to  control  diet.  The  rabbit  model

has,  however,  been  criticised  in  that  it  fails  to  mimic  human  lipoprotein  metabolism.  In  a

study  made  on  rats  by  Garrido­Polonio  et  al.  (64),  a  diet  containing  thermally  oxidised

sunflower  seed  oil  increased  the  oxidation  of  liver,  serum,  VLDL,  LDL  and  HDL,  measured  as

thiobarbituric acid­reactive  substances  (TBARS) at  the  end  of  a  diet  period  of  27  days.

When α­epoxy  cholesterol  was  fed  to  human  subjects,  the  compound  was  found  in

chylomicrons/chylomicron  remnants  and  also  in  VLDL,  LDL  and  HDL,  and  remained  in  the

circulation  for  72  h  (60).  In  another  study  (59),  rabbits  were  fed  with  oxidised  cholesterol  or

non­oxidised  cholesterol.  Oxysterols  in  TAG­rich  lipoprotein  fraction  and  remnant/LDL

lipoprotein  fraction  seemed  to  be  more  abundant  in  the  animals  fed  with  oxidised

cholesterol,  although  they  were  also  found  in  the  samples  of    the  group  fed  with  non­

oxidised  cholesterol.  In  rabbit  aortas,  adding  oxidised  cholesterol  (65)  or  oxidised  corn  oil

(63)  to  diet  increased  fatty  streak  formation  compared  with  diets  with  non­oxidised

cholesterol  or  non­oxidised  corn oil,  respectively.
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2.2.2 Dietary  antioxidants

The  presumable  requirement  of  oxidative  modification  of  LDL  preceding  lipid  accumulation

and  foam  cell  formation  has  led  to  the  hypothesis  that  antioxidants  may  have  a  preventive

effect  in  atherosclerosis.  In  particular,  vitamin  E,  a  lipophilic  radical­scavenging  antioxidant,

has  been  the  subject  of  many  studies,  discussion,  reviews  and  debates  (25).  The  possible

antiatherogenic  effect  of  vitamin  C,  a  hydrophilic  radical  scavenger,  is  also  interesting  (66).

Many  epidemiological  studies  have  indicated  that  diets  rich  in  natural  antioxidants  may  be

beneficial  in  the  prevention  of  cardiovascular  disease,  and in  vitro  studies  support  this  view

(21,  47).  However,  some  animal  experiments  and  recent  large­scale  dietary  supplementation

clinical  trials  with β­carotene  and vitamin E  have  failed  to  show  significant  protective effects

(67,  68). Supplementation  with  vitamin  C  does  not  seem  to  provide  a  general  benefit,  either,

but  it  may  be  beneficial  to  certain  subpopulations  of  patients.  Combination  of  vitamin  E

with  other antioxidants  does  not  seem to consistently  convey cardiovascular  benefit  (21).

The  effects  of  dietary  flavonoids on  biomarkers  of  oxidative  stress  and  cardiovascular  disease

risk  factors  in  humans  have  not  been  well  studied,  and  the  results  are  still  inconclusive  (9).

As  with  other  antioxidants,  the  dose  may  have  a  major  effect  on  the  antioxidant  potential  of

flavonoids  (69).  Most  prospective  cohort  studies  have  indicated  some  degree  of  inverse

association  between  flavonoid  intake  and  coronary  heart  disease  (10).  In  several in  vitro  and

ex  vivo  studies  (70–77),  but  not  in  all  (69,  78,  79),  quercetin  (a  major  dietary  flavonol),  its

glycosides  and  its  biological  conjugates  have  decreased  the  susceptibility  of  LDL  to

oxidation.  Additive  and  synergistic  effects  with  other  phenolic  compounds  or  other

antioxidants  on  the  prevention  of  LDL  oxidation  have  been  reported  (75,  80–82).  The  results

of  studies  by  Hayek  et  al.  (83)  and  Enkhmaa  et  al.  (84)  suggest  that  dietary  consumption  by

apolipoprotein E­deficient mice  of  quercetin,  or by LDL  receptor­deficient  mice  of quercetin­

3­(6­malonylglucoside),  leads  to  attenuation  in  the  development  of  the  atherosclerotic

lesions,  and  that  this  effect  is  associated  with  reduced  susceptibility  of  their  LDL  to

oxidation.  In  another  study  (85),  aortic  fatty  streak  area  was  significantly  reduced  in

hypercholesterolaemic  hamsters  receiving  quercetin  at  nutritional  doses,  suggesting  that

quercetin  might  prevent  the development  of  atherosclerosis.



21

In  healthy  humans,  consumption  of  flavonoids  (mostly  quercetin  glycosides)  in  the  form  of

onions  and  black  tea  did  not  appear  to  have  an  effect  on  F2­isoprostanes  and  autoantibodies

to  oxidized  LDL  (86),  and  thus  did  not  seem  to  inhibit  lipid  peroxidation.  However,

supplementation  with  lyophilised  grape  powder  containing  various  flavonols  and  other

polyphenolic  compounds  significantly  reduced  whole­body  oxidative  stress  in  women  as

measured  by  urinary  F2­isoprostanes  (87).  The  levels  of  plasma  tumor  necrosis  factor­alpha,

which  plays  a  major  role  in  the  inflammation  process,  were  also  decreased.  Through

alterations  in  lipoprotein  metabolism,  oxidative  stress  and  inflammatory  markers,  the  intake

of  lyophilised  grape  powder seemed  to  beneficially affect  some  risk  factors  for  coronary  heart

disease.

The  inconsistent  results  on  the  effects  of  antioxidants,  as  well  as  some  studies  suggesting

dissociation  of  atherosclerosis  and  lipoprotein  lipid  oxidation  (21,  88),  have  cast  some

doubts  on  the  oxidation  hypothesis.  It  is  noteworthy,  however,  that  there  seems  to  be  a  lack

of  evidence  for  a  deficiency  of  vitamin  E  in  humans,  and  therefore  major  effects  of  the

antioxidant  might  not  be  expected  (21).  Also,  a  particular  antioxidant  may  be  effective

against  some  oxidants  and  oxidation  mechanisms,  but  not  for  others.  For  example,  vitamin

E,  the  major  antioxidant  in  LDL  particles,  has  a  potent  antioxidant  effect  against  free­

radical­mediated  oxidation,  but  is  not  capable  of  inhibiting  oxidation  by  non­radical

mechanisms,  such  as  direct  oxidation  by  lipoxygenase,  HOCl,  peroxynitrite  and  aldehydes.

It  does  not  seem  to  be  efficient  against  tyrosyl  radical­initiated  oxidative  cross­linking,

either.  Vitamin  E  fails  to  inhibit  myeloperoxidase  pathways in  vitro.  It  is  important  to

evaluate  antioxidant potency  in  relation  to  the  type of oxidants and  mechanisms  (24,  25,  41).

A  study  by  Milne  et  al.  (89)  suggests  that  one  reason  for  the  uneffectiveness  of  vitamin  E  on

the  prevention  of  atherosclerosis  may  be  because  it  may  not  effectively  inhibit  surface  lipid

oxidation  of  the  LDL  particle.  Also,  it  has  been  suggested  that  dietary  natural  antioxidants

may  be  effective  only  in  selected  subgroups  of  patients  like  those  having  high  levels  of

oxidative  stress (90).  There  is  little  evidence  of  overall  depletion  of  vitamin  E  within

atherosclerotic  lesions,  despite  the  presence  of  substantial  amounts  of  advanced  oxidation

products,  and  this  may  be  interpreted  as  indicating  that  peroxidation  proceeds  in  vivo in  the
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presence  of  vitamin  E.  It  may  be  possible,  however,  that  in  a  lesion  there  exists  regions  of

relative vitamin  E  depletion  where most oxidation  could  take  place  (4).

Moore  et  al.  (91,  92)  studied  the  effects  of  chylomicron  remnant­like  particles  containing

lycopene  or  probucol  (a  phenolic  antioxidant  drug)  on  lipid  accumulation  in  THP­1

macrophages.  The  results  showed  that  the  remnant  particles  were  protected  from  oxidation,

but  surprisingly  lipid  accumulation  in  the  cells  was  enhanced.  In  contrast,  in  studies  in

which  vitamin  E  or  probucol  were  contained  in  modified  LDL,  macrophage  foam  cell

formation  has  been  reported  to  be  suppressed  (93,  94).  It  can  be  hypothesised  that  the

potential  beneficial  effects  of  dietary  antioxidants  may  be  compromised  when  blood

chylomicron  remnant  levels  are  raised,  and  this  might  provide  a  part  of  the  explanation  for

the  failure  to  demonstrate  anti­atherogenic  effects  of  dietary  antioxidants  in  large  scale

intervention studies  (47,  68).

Another  potential  oxidant  leading  to  lipoprotein  modification  is ­tocopheroxyl  radical,

which  is  formed  by  the  oxidation  of  the  antioxidant ­tocopherol,  the  most  common  form  of

vitamin  E.  When  LDL  particles  encounter  mild  oxidants  or  radicals  with  low  frequency,

tocopheroxyl  radical  may  start  to  work  as  a  peroxidation  chain­carrying  radical  species  (21).

This  raises  the  point  that  a  co­antioxidant  may  be  required  to  prevent  vitamin  E  from  being

converted  from  an  anti­  to  a  pro­oxidant  molecule in  vivo  (44,  95).  Niki  et  al.  (96)  argue  that

α­tocopherol  does  not  act  as  pro­oxidant  in  plasma,  because  vitamin  C  reduces  the α­

tocopheroxyl  radicals  rapidly in  vivo.  Niki  (25)  also  questions  the  capability  of  vitamin  C  to

act as a  pro­oxidant in  vivo.

2.3 LIPID  OXIDATION  PRODUCTS  IN THE  GASTROINTESTINAL  TRACT

It  is  not  well  known  in  what  degree  different  types  of  lipid  oxidation  products  survive  from

mouth  to  small  intestine  and  beyond,  and  whether  all  forms  of  oxidised  lipids  are  absorbed

into  circulation.  The  studies  by  Kanner  and  Lapidot  (97)  suggest  that  human  stomach  fluid,

having  a  low  pH,  may  be  a  good  medium  for  food  lipid  peroxidation  in  the  presence  of

endogenous  catalysts  found  in  food,  when  dietary  antioxidants  are  not  available.  In  studies

performed  in  rats  by  Kanazawa  and  Ashida  (98,  99),  linoleic  acid  hydroperoxides  did  not
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reach  the  small  intestine  when  dosed  intragastrically  at  moderate  levels  as  such  or  as

trilinoleoylglycerol  hydroperoxides.  Only  when  very  high  doses  (200 µmol  or  more)  of

linoleic  acid  hydroperoxides  were  used,  partial  transport  to  the  small  intestine  was

observed.  In  the  stomach,  trilinoleoylglycerol  hydroperoxides  were  broken  down  to  linoleic

acid  hydroperoxides  and  hydroxides.  Pure  linoleic  acid  hydroperoxides  were  decomposed  to

hydroxides,  epoxyketones  and  aldehydes.  When  moderate  levels  of  hydroperoxides  were

used,  only  aldehydes  entered  the  small  intestine.  Aldehydes  also  seemed  to  be  partly

absorbed  into  the body.

The  small  intestine  is  the  primary  site  of  nutrient  absorption  and  a  critical  defense  barrier

against  mutagens,  carcinogens  and  oxidants  of  dietary  origin.  At  present,  the  extent  to

which  oxidative  modifications  of  lipids  influence  their  luminal  solubility  and  their  degree  of

penetration  to  plasma  membrane  is  not  known,  nor  is  it  known  whether  micellar  formation

is  necessary  for  and  critical  to  mucosal  uptake  of  peroxidised  lipids  (100).  In  rats,

glutathione  peroxidase  seems  to  effectively  remove  lipid  hydroperoxides  from  the  small

intestine  in  normal  conditions.  However,  the  hydroperoxides  may  be  transported  into  lymph

in  conditions  where  the  supply  of  glutathione  is  limited  (57,  101).  In  a  study  by  Vilas  et  al.

(102),  feeding  oxidised  corn  oil  increased  the  weight  of  the  mucosal  cells  of  the  rat  intestine,

suggestive  of  an  inflammatory  reaction.  Total  activity  of  glutathione  peroxidase  (NADPH

oxidised/min)  was  unchanged  or  slightly  increased  in  the  intestinal  mucosa.  However,

specific  activity  of  the  enzyme  (NADPH  oxidised/min/mg  protein)  was  decreased.  In  the

stomach,  on  the  contrary,  specific  activity  was  increased.

Overall,  evidence  for  transport  of  dietary  lipid  hydroperoxides  into  the  circulation  is

controversial.  While  some  researchers  have  documented  the  presence  of  unmodified  lipid

hydroperoxides  in  plasma  following  a  fatty  meal  (103),  others  have  provided  evidence  on  the

absorption  of  degradation  products,  such  as  hydroxyl  fatty  acids,  conjugated  dienes  and

aldehydes,  into  the body (99,  104,  105).
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2.4  METHODS  USED  FOR THE ANALYSIS  OF IN VIVO OXIDISED  LIPIDS

In  principle,  many  of  the  methods  used  for  the  analysis  of  lipid  oxidation  products  in  e.g.

food  can  also  be  applied  to  biological  samples.  However,  the  quantities  of  various  oxidation

products  are  often  limited  in  these  samples,  and  therefore  sensitive  detection  methods  are

needed.  Also,  the  matrix  of  biological  samples  is  challenging  and  various  extraction  and

purification  procedures  are  often  needed  during  sample  preparation  in  order  to  remove

interfering  compounds  from  the  matrix.  Nevertheless,  sample  preparation  steps  should  be

kept  in  minimum  to  avoid  the  formation  of  artefacts.

In  the  recent  years,  various  methods  have  been  developed  and  optimised  for  the  sensitive,

specific  analysis  of  lipid  oxidation  products  found in  vivo.  In  the  following  paragraphs,

analytical  approaches  used  for  the  analysis  of  oxidised  lipids  in  plasma,  lipoproteins  and

atherosclerotic  plaques  are  described.  Total  lipid  oxidation,  oxidised  glycerophospholipids,

cholesterol,  cholesterol  esters  and  fatty  acids  and  are  covered.  Specific  structures  of  oxidised

TAG  molecules  present  in  plasma  or  lipoproteins in  vivo  have  not  been  investigated  before

our  present  studies.

2.4.1  Analysis  of  total  lipid  oxidation  in  plasma and  lipoproteins

Measurement  of  the  formation  of  TBARS,  different  spectrophotometric  and  enzymatic

techniques,  and  determination  of  autoantibodies  have  been  used  to  estimate  the  oxidation  of

plasma  and  lipoproteins in  vivo  (23,  61,  106–108).  Modern  methods  for  the  estimation  include

measurement  of  conjugated  dienes  at  baseline  level  as  well  as  determination  of  F2­

isoprostanes  (see  section  2.4.2)  (23).

Measurement  of  TBARS  is  based  on  the  formation  of  malondialdehyde  (MDA)  during  lipid

oxidation.  MDA  reacts  with  thiobarbituric  acid,  and  the  adduct  formed  can  be  measured  by

spectrophotometry  or  fluorometry  (109,  110).  Typically,  samples  are  incubated  with

thiobarbituric  acid  and  tricholoroacetic  acid  at  an  elevated  temperature  after  which  TBARS

are  measured  (109).  TBARS  reflect  secondary  oxidation  reactions,  but  MDA  may  be  formed

also  by  the  breakdown  of  lipid  hydroperoxides  under  the  conditions  used  for  the  adduct
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formation  (111). A  number  of  compounds  other  than  MDA  also  react with  thiobarbituric  acid

to  produce  adducts  which  absorb  at  approximately  the  same  wavelength.  Thus,  for  more

specific  detection,  chromatographic  separation  is  needed  and  has  been  used  for  the

measurement  of  TBARS  in  plasma  (111–114).  A  second  problem  associated  with  the

determination  of  TBARS  is  that  oxidation  products  formed  from  other  fatty  acids  than

arachidonic  acid  may  be  neglected.

Lipoprotein  lipid  peroxides  have  been  measured  in  chylomicrons,  VLDL  and  LDL  by  a

colorimetric  method  based  on  the  reaction  of  lipid  hydroperoxides  with  a  leucomethylene

blue  derivative  in  the  presence  of  haemoglobin.  The  amount  of  methylene  blue  formed  is

measured  by  its  absorbance  at  666  nm  (54,  61,  115).  Plasma,  VLDL,  LDL  and  HDL  lipid

hydroperoxides  have  also  been  measured  using  a  colorimetric  method  that  utilizes  the

oxidation  of  ferrous  to  ferric  ion.  Ferric  ion  binds  to  xylenol  orange  to  produce  a

chromophore  that  can  be  measured  at  560  nm  (107,  116).  The  precision  of  this  approach  has

been  questioned (117).  Another method used  for  the determination of  lipid hydroperoxides  in

human  plasma  has  been  a  tri­iodide  spectrophotometric  technique  (106).  In  the  method,

lipids  and  lipoproteins  are  absorbed  into  a  gel.  A  color  reagent  containing  potassium  iodide

is  added,  the  gel  is  centrifuged,  and  the  absorbency  of  the  supernatant  is  measured

spectrophotometrically.

In  addition  to  the  colorimetric  and  spectrophotometric  techniques,  a  sensitive  enzymatic

assay  for  lipid  hydroperoxides  has  been  applied  to  human  plasma  (118).  The  assay  measures

hydroperoxides directly  by  their  stimulation  of  the  cyclo­oxygenase  activity of  prostaglandin

H  synthase.  The  results  obtained  by  the  enzymatic  assay  indicated  that  the  plasma

concentration  of  lipid  hydroperoxides  in  normal  subjects  is  0.5 µM.,  while  values  between

1.5–5.5  µM  have  typically  been  obtained  by  iodometric  techniques,  photon  counting

chemiluminescence and  mesurement of  ferrous  ion  oxidation  in xylenol orange  (116).

Chemiluminescence  detection can also be  used  for  the determination  of  lipid hydroperoxides

in  vivo.  Zamburlini  et  al.  (119)  performed  a  specific  analysis  of  lipid  hydroperoxides  in  human

plasma  and  lipoproteins  by  direct  measurement  using  chemiluminescent  single  photon

counting.  In  the  method,  the  samples  are  added  to  a  reaction  mixture  containing  luminol,
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hemin  (the  Fe3+  oxidation  product  of  heme)  and  Triton  X­100  (a  non­ionic  surfactant).  The

photon  emission  by  luminol  is  measured  in  a  luminometer  and  quantification  is  performed.

Upon  oxidation,  LDL  becomes  immunogenic  giving  rise  to  the  formation  of  autoantibodies.

Studies  with  autoantibodies  have  demonstrated  implication  of  oxidised  LDL  in  human

atherosclerosis  and  related  conditions.  Some  studies  seem  to  indicate  that  autoantibodies

against  oxLDL  predict  the  development  of  atherosclerosis,  but  contradictory  results  have

also  been  reported  (23,  120).  The  applicability  of  the  methodology  for  clinical  purposes  has

been questioned  particularly  because of  the  difficulty of  reproducible  preparation  of  antigens

(23).  Autoantibody­based  enzyme­linked  immunosorbent  assay  (ELISA)  has  also  been

applied  to  the  analysis  of  oxidised  LDL  in  plasma  in  a  study  by  Holvoet  et  al.  (108).  The

results  of  the  study  suggest  that  plasma  levels  of  oxLDL  determined  by  ELISA  are

significantly  elevated  in  ischemic  heart  disease patients and  in  heart  transplant patients.

Since  the  method  was  introduced,  measurement  of  conjugated  dienes  (including  fatty  acid

hydroperoxides  and  hydroxides)  has  been  widely  used ex  vivo  to  determine  susceptibility  of

LDL  to  Cu2+­induced  oxidation  (121).  Later,  the  LDL  baseline  diene  conjugation  method

(LDL­BDC)  was  developed  to  be  used  as  an  indicator  of  LDL  lipid  oxidation in  vivo  (122).

The  method  measures  the  actual  amount  of  conjugated  dienes  in  native  LDL  at  234  nm,  and

is  a  specific  indicator  of  circulating  mildly  oxidised  LDL.  The  baseline  levels  of  conjugated

dienes  have  been  measured  in  other  lipoprotein  classes  as  well  in  order  to  determine  the

degree of  lipid  oxidation  (55, 56).

2.4.2 Analysis  of  different  oxidised  lipids  in  plasma,  lipoproteins  and  atherosclerotic  plaques

Several  methods  based  on  HPLC  have  been  reported  for  the  measurement  of  lipid  oxidation

in  vivo.  Lipid  classes  can  be  separated  with  normal­phase  HPLC  (NP­HPLC),  and  lipids

differing  in  fatty  acyl  chain  lengths,  degree  of  unsaturation  or  type  of  oxidation  by  reversed­

phase­HPLC  (RP­HPLC).  Chiral  columns  have  been  used  to  separate  different  enantiomers

of  lipid  oxidation  products  (123–125).  HPLC  combined  to  chemiluminescence  methods  with

isoluminol  or  luminol  as  well  as  to  fluorimetry  have  been  widely  used  to  analyse  lipid
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hydroperoxides in  vivo.  HPLC  coupled  to  UV  detection  has  been  used  e.g.  in  the  analysis  of

conjugated dienes.

Electrospray  ionisation­mass  spectrometry  (ESI­MS)  is  a  soft  ionisation  technique  that  does

not  cause  substantial  fragmentation  of  biomolecules,  and  in  most  cases  allows  the  detection

of  intact  lipids  without  the  requirement  of  derivatisation  or  extensive  sample  processing.

ESI­MS  can  readily  be  coupled  to  HPLC.  HPLC­ESI­MS  and  HPLC­ESI­MS/MS  (tandem

mass  spectrometry)  have  been  used  in  several  studies  to  separate,  identify  and  quantify

various  oxidised  lipids  found  in  e.g.  atherosclerotic  plaques  (126).

2.4.2.1  HPLC­chemiluminescence

The  group  of  Miyazawa  (127)  determined  the  phosphatidylcholine  hydroperoxides

(PCOOH)  in  human  plasma  by  a  NP­HPLC­chemiluminescence  assay.  In  the

chemiluminescence  reaction  used,  lipid  hydroperoxides  react  with  cytochrome  C­heme  and

produce  oxidants.  After  this,  luminol  is  oxidised  under  alkaline  conditions  and  emits

chemiluminescence.  In  addition  to  an  ordinary  detector  measuring  chemiluminescence

emission,  the  researchers  used  a  sensitive  detector  with  a  single  photoelectron  counting

system.  The  results  suggest  that  the  plasma  concentration  of  PCOOHs  in  healthy  individuals

is  in  the  range  from  below  10  nM  to  500  nM.  The  PCOOH  peak  chromatographed  on

chemiluminescence­HPLC  of  plasma  lipids  disappeared  after  reduction  with  NaBH4.  The

peak  intensities  of  PCOOHs  with  UV  (234  nm)  detection  did  not  change  before  and  after

the  NaBH4 treatment,  suggesting  the  reduction  of  hydroperoxides  to  hydroxides,  another

class  of  conjugated  dienes  absorbing  at  234  nm.  Thus,  the  results  suggested  that  unmodified

lipid  hydroperoxides  were  indeed  present  in  plasma.

Hui  et  al.  (128)  reported  a  RP­HPLC  method  for  simultaneous  measurement  of

hydroperoxides  of  cholesteryl  ester  and  TAG  in  human  plasma.  The  luminescent  reagent

consisted  of  cytochrome  C  and  luminol  in  borate  buffer.  An  internal  hydroperoxide  standard

was  synthesised  for  the  analyses.  Plasma  cholesteryl  ester  hydroperoxide  levels  were  in

average  189  nM  in  healthy  young  and  210  nM  in  healthy  elderly  subjects.  TAG

hydroperoxides were  not  detected  in  the  healthy  individuals.
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Yamamoto  et  al.  (129)  used  a  different  chemiluminescence  reagent  in  their  study.  The  system

was  based  on  the  detection  of  chemiluminescence  emitted  by  isoluminol  in  the  presence  of

hydroperoxide  and  microperoxidase.  The  researchers  describe  several  HPLC  conditions  that

may  allow  identification  of  different  lipid  hydroperoxides.  Frei  and  Gaziano  (130)

determined  the  level  of  lipid  hydroperoxides  in  native  human  LDL  by  RP­LC  with

chemiluminescence  detection  based  on  the  reaction  with  isoluminol  and  micoperoxidase.

With  the  same method, Bowry et  al.  (49)  detected  cholesteryl  ester  hydroperoxides  in  native

human  HDL.

Upston  et  al.  (125)  used  RP­LC  and  the  chemiluminescence  reaction  based  on  isoluminol

(129)  to  determine  cholesteryl  ester  oxidation  in  human  atherosclerotic  lesion,  lipoprotein

and  plasma  extracts.  In  another  study,  Upston  et  al.  (31)  analysed  cholesteryl  ester

hydroperoxides/hydroxides  and  oxysterols  of  human  aortic  lesions  by  RP­HPLC  and  NP­

HPLC,  respectively,  and  found  out  that  the  oxidised  lipids  accumulated  only  at  the  later

stages  of  lesion  development.  Chemiluminescence  emitted  by  isoluminol  was  one  of  the

detection  methods  used  in  the  study.

Anion­exchange  LC  method  was  developed  for  the  chemiluminescence  assay  of

hydroperoxides  in  rabbit  LDL  by  Yamaguchi  et  al.  (131).  The  method  involves  anion­

exchange  HPLC  separation  using  a  diethylaminoethanol  (DEAE)­glucomannan  gel  and

direct  detection  of  hydroperoxides  in  LDL  particles  (without  extraction  of  the  lipids)

following  post­column  reaction  with  isoluminol,  microperoxidase  and  Triton  X­100.  By  this

method,  some  hydroperoxides  were  detected  in  the  native  LDL  of  the  Watanabe  heritable

hyperlipidaemic  rabbits,  even  though  the  chromatographic  peaks  were  relatively  small.

2.4.2.2  HPLC­UV

Mowri  et  al.  (132)  studied  by  RP­HPLC­UV  the  cholesteryl  esters  extracted  from

atherosclerotic  aorta.  Two  different  oxidised  fatty  acids  were  detected.  The  fatty  acids

showed  maximum  absorption  at  233  nm,  suggesting  that  they  contained  a  conjugated  diene
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structure.  One  of  the  structures  was  identified  as  13­hydroxyoctadecadienoic  acid  (13–

hydroxylinoleic  acid;  13­HODE).

Oxidised  cholesterol  and  cholesteryl  esters  in  human  atherosclerotic  plaques  were

determined  by  Suarna  et  al.  (133).  The  researchers  used  RP­HPLC­UV  at  234  nm  to  analyse

the  oxidised  lipid  species.  The  method  could  also  be  used  to  measure  esterified  forms  of  7­

ketocholesterol.  For  the  analysis  of  different  oxidised  fatty  acids  within  cholesteryl  esters,

separate  rechromatography  of  oxidised  cholesteryl  linoleates  was  performed  by  NP­HPLC­

UV.  Approximately  30%  of  plaque  cholesteryl  linoleate  was  oxidised,  with  17%,  12%  and  1%

present  as  fatty  acyl  hydroxides,  ketones  and  hydroperoxides,  respectively.  Four  isomers  of

both  fatty  acyl  hydroxides  and  ketones  were  detected.  7­ketocholesterol  was  much  less

abundant  in  the  samples.

Mashima  et  al.  (134)  analysed  oxidised  cholesteryl  linoleate  in  human  plasma  by  HPLC­UV

at  234  nm.  The  sample  preparation  steps  included  lipid  extraction  by  methanol/hexane  and

solid  phase  extraction.  Fractions  were  collected  by  RP­HPLC  and  further  separated  by  NP­

HPLC.  The  researchers  managed  to  separate Z,E/E,Z  and E,E  isomers  of  both  9­  and  13­

hydro(pero)xy  linoleic  acids.  All  of  these  structures  were  detected  in  the  samples,  and  9­

hydro(pero)xy  structures  were  more  prominent.  The  results  indicated  the  presence  of  free

radical­mediated  in  vivo  lipid  peroxidation  even  in  the  young  (aged  21–29)  subjects.

Artefactual  oxidation  was not  detected  during  the  analytical  procedure.

Browne  and  Armstrong  (135)  determined  the  hydroperoxy  and  hydroxy  structures  of

polyunsaturated  fatty  acids  in  plasma  by  RP­HPLC­UV  at  236  nm  after  lipid  extraction  and

alkaline  hydrolysis  of  lipid  esters.  9­  and  13­HODEs  constituted  the  main  peaks.  Other  peaks

representing  different  hydroperoxy  and  hydroxy  structures  were  small.

Upston  et  al.  (125)  used  NP­  and  chiral­phase  HPLC  coupled  to  UV  detection  at  234  nm  to

study  the  stereroisomers  of  cholesteryl  HODEs  in  human  carotid  and  aortic  lesions,  and  in

lesion  lipoproteins  (LDL  and  HDL). Z,E/E,Z  configurations  predominated  over  other

products  in  each  fraction.  The content of R  and S  isomers of  13­HODE  with Z,E  configuration

was equimolar  in aortic  lesions,  indicating  non­enzymatic,  free­radical­mediated oxidation.
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2.4.2.3  HPLC­ESI­MS(/MS)

By  using  HPLC,  ESI­MS,  and  ESI­MS/MS,  Watson  et  al.  (33)  showed  that  aortae  of  rabbits

on  an  atherogenic  diet  contained  increased  levels  of  certain  oxidation  products  of

palmitoylarachidonoyl  glycerophosphocholine  (PAPC),  namely  1­palmitoyl­2­(5­

oxo)pentanoyl­sn­glycerophosphocholine,  1­palmitoyl­2­glutaryl­sn­glycerophosphocholine

and  a  third  product  later  identified  as  1­palmitoyl­2­(5,6­epoxy)isoprostane  E2­sn­

glycerophosphocholine  (136).  By  using  RP­LC­ESI­MS/MS,  Hoff  et  al.  (137)  detected  in

human  atherosclerotic  lesions  and  LDL  a  different  oxidation  product  of  PAPC,  where  5­

hydroxy­8­oxo­6­octenoic  acid  is  esterified  to  PC  (HOOA­PC).

In  addition  to  HOOA­PC,  Podrez  et  al.  (138)  identified  and  quantified  another  structure,  5­

keto­8­oxo­6­octenoic  acid,  esterified  to sn­2  position  of  PC  (KOOA­PC)  in  atherosclerotic

rabbit  aortas.  Related  5­hydroxy  and  5­keto  structures  esterified  to  glycerol  backbone,

where  free  carboxylic group  was  substituted  for  an aldehydic group,  were  also  present  in  the

oxidised  PAPC  molecules.  All  the  corresponding  structures  formed  from  palmitoyllinoleoyl

glycerophosphocholine  (PLPC)  were  also  present.  In  these  molecules,  esterified  dodecenoic

acid  derivatives  were  present  instead  of  octenoic  acid  derivatives.  In  addition  to  the

abovementioned  structures,  5­oxopentanoyl  and  glutaric  acid  esters  derived  from  PAPC

oxidation,  and  9­oxononanoic  acid  and  nonanedioic  acid  esters  derived  from  PLPC

oxidation,  were  also  present.  Other  results  obtained  in  the  study  suggest  that  this  family  of

oxidized  glycerophospholipids  participates  in  CD36­mediated  recognition  of  oxidised

lipoproteins  and  foam  cell  formation in vivo.

Ravandi  et  al.  (139)  investigated  human  atheroma  by  NP­HPLC  coupled  to  ESI­MS.

Hydroperoxides,  hydroxides,  epoxides,  E2­,  F2­,  and  epoxy  isoprostanes  as  well  as  core

aldehydes  (5:0ALD  and  9:0ALD/8:1(OH)ALD)  attached  to  the sn­2  position  of  PC  (with  16:0

or  18:0  in  the sn­1  position)  were  detected  and  quantified.  Interestingly,  there  was  no  clear

relationship  between  the  developmental  stage  of  the  plaque  and  whether  the  major

oxidation  products  were  early  or  advanced  oxidation  products.  The  early  oxidation  products
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(hydroperoxides  and  epoxdides)  were  found  at  the  advanced  stages  of  the  plaques  in  nearly

the  same  relative  abundance  as  the  more  advanced  oxidation  products  (core  aldehydes  and

acids).  In  an  earlier  study  (140),  the  researchers  had  detected  various  oxo­acyl  esters  also  in

plasma  lipoproteins.

Kamido  et  al.  (141)  analysed  lipids  extracted  from  human  atherosclerotic  lesions  by  HPLC­

ESI­MS.  Core  aldehydes  were  analysed  as  dinitrophenylhydrazine  (DNPH)  derivatives.  5:0

(pentanoyl)  and  9:0  (nonanoyl)  core  aldehydes  of  PC  were  detected  after  phospholipase  C

digestion.  Cholesteryl  9­oxo­  and  5­oxo­alkanoyl  esters  and  their  aldol  condensation  dimers

were  also  identified.  Analysis  of  underivatised  extract  indicated  the  presence  of  mono­  and

di­hydroperoxides of  PC and cholesterol  esters.

In  other  studies  by  Kamido  et  al.  (142,  143),  the  researchers  identified  and  quantified  PC  core

aldehydes  with  an  alkyl  group  in  the sn­1  position  of  the  molecule  in  human  atheromas.  The

analyses  were  performed  by  HPLC­ESI­MS  and  LC­direct  liquid  inlet  interface­MS  of

DNPH  derivatives  after  phospholipase  C  digestion.  The  derivatives  gave  [M­1]­  ions

corresponding  to  1­O­hexadecyl­2­(9­oxo)nonanoyl­sn­glycerol,  1­O­octadecyl­2­(9­

oxo)nonanoyl­sn­glycerol,  1­O­hexadecyl­2­(5­oxo)pentanoyl­sn­glycerol  and  1­O­octadecyl­

2­(5­oxo)pentanoyl­sn­glycerol.  1­O­hexadecyl­2­(5­oxo)pentanoyl­sn­glycerophosphocho­

line  was  shown  to  induce  aggregation  of  rabbit  platelets.  1­palmitoyl­2­(9­oxo)nonanoyl­sn­

glycerophosphocholine,  1­stearoyl­2­(9­oxo)nonanoyl­sn­glycerophosphocholine,  1­palmi­

toyl­2­(5­oxo)pentanoyl­sn­glycerophosphocholine  and  1­stearoyl­2­(5­oxo)pentanoyl­sn­

glycerophosphocholine  were also  identified  in  the  studies.

Mallat  et  al.  (144)  studied  the  lipids  of  human  atherosclerotic  plaques  by  RP­HPLC­ESI­

MS/MS  after  ester  hydrolysis.  5­,  8­,  9­,  11­,  12­  and  15­hydroxyeicosatetraenoic  acids

(HETEs)  as  well  as  F2­isoprostanes  were  identified  and  quantified.  Also  5,6­

epoxyeicosatetraenoic  acid  was  found  in  some  samples.  The  levels  of  all  HETEs  were

significantly  higher  in  the  plaques  retrieved  from  symptomatic  patients  (unstable  plaques)

compared  with  those  retrieved  from  asymptomatic  patients  (stable  plaques).  9­HETE  was

the  most  abundant  compound  found  in  the  plaques.  The  researchers  state  that  the  molecule
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could  not  be  derived  from  known  enzymatic  reactions,  suggesting  that  non­enzymatic  lipid

oxidation may  prominate  in advanced  atherosclerosis and  may promote plaque  instability.

Hoppe  et  al.  (145)  analysed  oxidation  products  of  cholesteryl  linoleate  found  in  human

atherosclerotic  lesions.  The  lipid  extracts  were  treated  with  DNPH  and  the  derivatives along

with  the unreacted  lipids were  subjected  to RP­HPLC­ESI­MS.  The  researchers detected  the

following  cholesteryl  ester  core  aldehydes  in  the  samples:  4:0ALD,  5:0ALD,  6:0ALD,  7:0ALD,

8:0ALD,  9:0ALD  and 10:1ALD.

2.4.2.4 HPLC  coupled  with  other  detection  methods

To  determine  TAGs  and  cholesteryl  ester  hydroperoxides  in  human  plasma,  Akasaka  et  al.

(146)  developed  a  method  based  on  NP­HPLC  coupled  with  fluorescence  detection.

Diphenyl­1­pyrenylphosphine  was  used  as  the  postcolumn  fluorescent  reagent.  HPLC  eluent

was  monitored  by  UV  absorbance  at  268  nm  prior  to  the  post­column  reaction.  The  reagent

solution  was  added  to  eluent  from  UV  detector,  and  the  mixture  reacted  in  a  heated

stainless­steel  coil.  Detection  was  performed  by  monitoring  the  fluorescence  intensity  at  380

nm  with  the  excitation  wavelength  set  at  352  nm.  An  internal  standard  was  used  for  the

quantification.  Cholesteryl  ester  hydroperoxide  level  in  the  plasma  samples  was  on  average

24.5  nM.  TAG  hydroperoxides  were  not  found.  The  researchers  later  developed  a  column­

switching  apparatus  for  the  simultaneous  determination  of  phosphatidylcholine,  cholesteryl

esters  and  TAG  hydroperoxides  (147).  In  the  system,  after  separation  of  lipid  classes  by  NP

column,  phophatidylcholine  hydroperoxides  are  led  to  another  NP  column,  whereas

cholesteryl  ester  and  TAG  hydroperoxides  are  led  to  a  RP  column.  In  the  study  utilising  the

apparatus,  the  detection  methods  remained  the  same  as  in  the  earlier  one.  Hydroperoxides  of

both cholesteryl  linoleate  and phosphatidylcholine  were  detected  in plasma.

Karten  et  al.  (148)  analysed  cholesteryl  ester  core  aldehydes  of  human  LDL  by  RP­HPLC

coupled  with  fluorescence  detection.  Lipid  extracts  were  derivatised  with  1,3­

cyclohexanedione  reagent  before  LC  analysis.  Detection  was  performed  by  monitoring  the

fluorescence  intensity  at  455  nm  with  the  excitation  wavelength  set  at  366  nm.  In  the  study,
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LDL  was  oxidised  in  vitro,  but  5­oxopentanoyl  cholesterol  and  9­oxononanoyl  cholesterol

seemed  to  be  already  present  before  the onset  of  the oxidation  reaction.

Thomas  et  al.  (149)  studied  the  lipid  hydroperoxides  in  LDL  by HPLC  coupled  with  mercury

drop  electrochemical  detection,  a  method  by  which  low  detection  limits  have  been  achieved

for  cholesterol  ester  hydroperoxides.  Fresh  LDL,  isolated  carefully  to  avoid  lipid

autoxidation,  was  found  to  contain  small  amounts  (6–12  pmol/mg  protein)  of  cholesteryl

ester  hydroperoxides.

2.4.2.5 GC  and GC­MS

Gas  chromatography  (GC)  has  been  used  in  the  analysis  of  oxidised  cholesterol  structures

and  fatty  acid  oxidation  products,  the  latter  after  ester  hydrolysis  of  original  lipid  molecules.

For  the  identification  of  the  molecular  structures,  MS  detection  coupled  to  preceding  GC

separation  is  valuable.  When  MS  is  not  available, GC  runs  before  and  after  acetylation  of  the

hydroxyl  group  can  be  performed  to  gain  some  specificity  to  the  otherwise  difficult  analysis

of  hydroxy  fatty  acids  (150).  Because  of  their  thermal  instability,  lipid  hydroperoxides

cannot  be  analysed by  GC before  reduction.

In  their  study  on  the  effect  of  oxidised  dietary  cholesterol  on  the  development  of

atherosclerosis  in  rabbits,  Staprans  et  al.  (65)  used  GC  to  determine  oxidised  cholesterol

levels  in  serum  lipoprotein  fractions  of  rabbits.  In  LDL  fraction,  7α­hydroxycholesterol,  7β­

hydroxycholesterol, α­epoxycholesterol, β­epoxycholesterol  and  7­ketocholesterol  were

detected  and quantified.  7α­hydroxycholesterol  was  not  present  in β­VLDL  fraction.

Vine  et  al.  (58)  identified  and  quantified  oxysterols  in  rat  lymph  lipid  extracts  by  GC­MS

with  single­ion  monitoring.  The  animals  were  gastrically  infused  with  heat­treated

cholesterol  containing  7β­hydroxycholesterol,  7­ketocholesterol,  cholesterol  5α,6α­epoxide

and  cholesterol  5β,6β­epoxide.  The  incorporation  of  oxysterols  into  lymph  chylomicrons

differed  over  time  with  7β­hydroxycholesterol  having  a  peak  absorption  at  3  h,  7­

ketocholesterol  at  4  h  and  cholesterol  5α,6α­epoxide  at  5  h.  In  a  later  study  by  the
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researchers  (59),  rabbits  were  fed  with  oxidised  cholesterol  or  non­oxidised  cholesterol.  The

concentration  of  7β­hydroxycholesterol  was  similar  in  the  TAG­rich  lipoproteins  of  both

groups,  but  the  oxidised  cholesterol­fed  animals  showed  five  times  the  concentration  of

cholesterol  5α,6α­epoxide  and  double  the  concentration  of  7­ketocholesterol.  The  presence

of  7­ketocholesterol  in  remnant/LDL  lipoprotein  fraction  was  exclusive  to  animals  fed  the

oxidised cholesterol  diet.

By  using  GC  and  GC­MS  after  saponification  of  the  samples,  Carpenter  et  al.  (151)  analysed

7β­hydroxycholesterol,  26­hydroxycholesterol,  and  HODEs  in  human  atherosclerotic  lesions

at  different  stages  of  development.  Hydroxycholesterols  were  determined  as  trimethylsilyl

(TMS)  ethers  and  HODEs  as  methyl  esters.  26­hydroxycholesterol  was  significantly  more

abundant  in  advanced  lesions  than  in  intermediate  or  early  lesions.  Although  HODE  levels

increased  with  the  severity  of  a  lesion,  there  were  few  statistically  significant  differences

between  the  histological  categories  of  the  lesions.  Waddington  et  al.  (123)  identified  the

fatty  acid  oxidation  products  from  the  hydrolysed  lipid  samples  of  human  atherosclertotic

plaques  by  GC­MS  after  RP­LC  fractionation  (UV  detection  at  235  nm  and  270  nm).  High

levels  of  HODEs,  15­HETE  and  11­HETE  were  detected.  9­  and  13­keto  derivatives  of

octadecadienoic acid and  two previously  unidentified  compounds,  11­keto  and 5,6­dihydroxy

derivatives  of  eicosatetraenoic  acid,  were also detected. The  analysis of  fractions  from  RP­LC

perfomed  with  chiral­phase  LC  column  revealed  that  the  major  compunds,  9­HODE,  13­

HODE,  11­HETE  and  15­HETE,  were  racemic  mixtures  with  an  almost  equal  distribution  of

R  and S  isomers,  indicating non­enzymatic  lipid  peroxidation.

Salonen  et  al.  (110)  determined  oxysterols  extracted  from  human  serum  by  GC­isotope

dilution­MS.  The  oxysterols  were  analysed  as  TMS  ethers.  7β­hydroxycholesterol,  7­

ketocholesterol,  7α­hydroxycholesterol,  24­hydroxycholesterol,  25­hydroxycholesterol,  27­

hydroxycholesterol,  cholesterol  5α,6α­epoxide,  cholesterol  5β,6β­epoxide  and  cholestane­

3β,5α,6β­triol  were  measured.  7β­hydroxycholesterol  concentration  was  associated  with  the

progression  of  carotid  atherosclerosis.
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F2­isoprostanes  are  produced  by  free  radical  oxidation  of  arachidonic  acid  and  arachidonic

acid  containing  phospholipids,  and  they  can  be  analysed  by  GC­MS  (111).  F2­isoprostanes

are  emerging  biomarkers  and  potential  mediators  in  cardiovascular  diseases.  Morrow  et  al.

(152)  reported  their  presence  in  plasma  and  their  rapid  increase  during  storage  in  ­20 °C.

The  researchers  used  GC  coupled  with  negative  ion  CI­MS  to  analyse  the  structures  as

pentafluorobenzyl  ester/TMS  ether  derivatives.  The  measurement  of  F2­isoprostanes  in

biological  samples  is  challenging  because  they  must  be  separated  from  other  isoprostanes,

prostaglandinds,  and  their  metabolites  (153).

Mori  et  al.  (153)  and  Waddington  et  al.  (124)  used  GC­electron  capture  negative  ionisation­

MS  to  analyse  F2­isoprostanes  in  human  plasma  and  atherosclerotic  plaques,  respectively.

Before  the  analysis  by  GC­MS  as  TMS  ethers,  solid  phase  extraction  of  the  plasma

hydrolysates  with  both  RP  and  NP  extraction  cartridges  was  performed  and  the  F2­

isoprostane  fraction  was  collected  by  RP­LC.  As  in  the  earlier  study  (123),  identification  and

quantification  of  oxidised  fatty  acids  was  also  performed.  The  results  were  comparable  to

those  of  the  earlier  study.  Thomas  et  al.  (154)  analysed  the  F2­isoprostane  levels  in  the  lipids

extracted  from  atheroslcerotic  arteries  of  non­human  primates.  The  researchers  saponified

the  samples  and  converted  them  to  pentafluorobenzyl  esters.  After  separation  by  thin­layer

chromatography  (TLC),  the  residue  containing  F2­isoprostanes  was  converted  to  TMS

ethers  and analysed  by GC­MS.



36

2.5 SUMMARY

Numerous  studies  made  during  the  last  decades  suggest  that  oxidatively  modified

lipoproteins  are  a  major  risk  factor  for  atherosclerosis.  Lipoproteins  can  be  oxidised  by

several  mechanisms,  but  the  site  and  mechanisms  of  lipoprotein  oxidation  have  not  been

fully  resolved.  In  addition  to  the  lipid  oxidation  products  formed  endogenously  by

enzymatic  and  non­enzymatic  reactions,  oxidised  TAGs  and  oxysterols  in  the  diet

contribute  to  the  oxidised  lipoproteins  found  in  circulation.  It  is  not  well  known  in  what

degree  different  types  of  lipid  oxidation  products  survive  from  mouth  to  small  intestine  and

beyond,  and  whether  all  forms  of  oxidised  lipids  are  absorbed  into  circulation  per  se.  In

arteries,  uncontrolled  uptake  of  LDL  particles  by  macrophages  leads  to  the  formation  of

foam  cells.  As  a  consequence,  atherosclerotic  plaques  (lesions)  are  formed.  Oxidised

lipoproteins  have  been  identified  in  atherosclerotic  lesions  in  both  animals  and  humans.  In

addition  to  their  role  in  foam  cell  formation,  oxidised  lipoproteins  may  promote

atherogenesis  by  several  other  mechanisms.

The  inconsistent  results  on  the  effects  of  antioxidant  supplementation  on  cardiovascular

disease  have  cast  some  doubts  on  the  oxidation  hypothesis  of  atherogenesis.  However,

deficiency  of  vitamin  E,  the  most  studied  antioxidant,  may  be  a  rare  event  in  humans,  and

therefore  major  effects  of  the  antioxidant  might  not  be  expected.  Also,  a  particular

antioxidant  may  be  effective  against  some  oxidants  and  oxidation  mechanisms,  but  not  for

others.  Still,  appropriate  clinical  trials  are  needed  to  test  the  importance  of  oxidation  in  the

pathogenesis  of  atherosclerosis  in  humans.

In  recent  years  various  methods  have  been  developed  and  optimised  for  the  analysis  of  lipid

oxidation  products  found in  vivo.  Conjugated  dienes  at  baseline  level  and  F2­isoprostanes  are

examples  of  indicators  nowadays  used  for  the  determination  of  lipid  oxidation  level in  vivo.

HPLC  and  GC  coupled  with  different  detection  methods  have  been  widely  used  to  analyse

oxidised  lipid  structures  in  plasma,  lipoproteins  and  atherosclerotic  plaques.  In  addition  to

being  higly  sensitive  detection  methods,  ESI­MS  and  ESI­MS/MS  give  the  most  detailed

information  on various  molecular  structures  found  in biological  samples.
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Glycerophospholipids  with  keto,  hydroxy,  or  epoxy  fatty  acids,  and/or  core  aldehydes,  core

acids,  or  isoprostanes  attached  to  their sn­2  position  have  been  identified  in  atherosclerotic

lesions.  Oxidised  glycerophosphocholine  structures  with  an  alkyl  group  in  the sn­1  position

have  also  been  detected.  Cholesterol  molecules  esterified  with  hydroperoxy,  hydroxy  or  keto

fatty  acids  or  with  core  aldehydes  have  been  identified  in  plasma,  lipoproteins  and  lesions.

Also,  double  bond  configurations  and  stereochemical  structures  of oxidised  fatty acids  found

in  cholesteryl  esters  have  been  deterimined  in  various  studies.  Studies  on  the  structures  of

oxidised  fatty  acid  residues  within  lipid  molecules  suggest  a  major  role  of  non­enzymatic

oxidation  of  the  lipids  found  in  atherosclerotic  lesions.  Oxidised  cholesterol  structures  with

hydroxy,  keto  and  epoxy  groups  in  various  positions  of  the  sterol  molecule  have  been

identified  and  analysed  in  plasma,  lipoproteins  and  lesions.  Specific  structures  of  oxidised

TAG  molecules  present  in  these  tissues  and  lipoprotein  fractions  have  not  been  investigated

before  the  present  studies.
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3  AIMS  OF  THE  STUDIES

The  overall  aim  of  the  studies  was  to  investigate  the  effects  of  oxidised  dietary  fat  and

flavonols  on  lipoprotein  lipid  oxidation,  and  to  study  their  transfer  from  diet  to  the

circulation.  The  emphasis  was  on  the  analysis  of  oxidised  TAGs  by  combining  modern

analytical  methods.

The  detailed aims were:

­ to  optimise  and  apply  an  earlier  developed  HPLC­MS  method  to  the  analysis  of

oxidised TAG  molecules  in  lipoproteins.

­ to  determine  the  effect  of  diet  on  the  level  of in  vivo  lipid  oxidation  in  various

lipoproteins  by  measuring  the  level  of conjugated dienes  in  them.

­ to  determine  the  effect  of  diet  on  the  level  of in  vivo  TAG  oxidation  in  various

lipoproteins  by  TLC  and HPLC  methods.

­ to  investigate  the  effect  of  flavonols  extracted  from  sea  buckthorn,  a  berry  rich  in  oil,

vitamin  C,  tocopherols,  carotenoids  and  flavonoids,  on  LDL  oxidation  and  other

potential  risk  factors  of  atherosclerosis.

­ to  investigate  the  absorption  and  bioavailability  of  the  flavonols  with  and  without  oil

supplementation.
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4 MATERIALS  AND  METHODS

4.1  STUDY  DESIGNS AND ETHICAL CONSIDERATIONS

4.1.1 Pre­study  (I)

Two pooled  serum  samples each  from  10  subjects  of  various  ages were collected. With  regard

to  total  cholesterol  level,  one  of  the  groups  (group  1)  consisted  of  normolipidaemic  subjects

(close  to  the  lower  limit  of  the  normal  range)  and  the  other  (group  2)  of  hyperlipidaemic

subjects.  Blood  samples  were obtained  by  venipuncture  after  an overnight  fast.

4.1.2  Animal  experiment  1  (II)

Nine  growing  pigs  (castrated  boars)  from  three  different  litters  were  used  in  the  study.  For

two  weeks,  three  groups  of  three  pigs  (groups  1,  2  and  3)  were  fed  a  diet  containing  14%

sunflower  seed  oil  varying  in  oxidation  levels.  In  each  group,  there  was  one  animal  from  each

of  the  three  litters.  The  oil  of  group  1  was  not  oxidised,  whereas  the  oils  of  groups  2  and  3

were  oxidised  in  convection  ovens  at  60 ºC  until  the  appropriate  peroxide  values  were

reached.  The  peroxide  values  of  the  oils  were  as  follows:  group  1,  1 mequiv  O2/kg;  group  2,  84

mequiv O2/kg; group  3,  223  mequiv  O2/kg.  The vitamin E  contents of  the oils were as  follows:

group  1,  566  mg/kg;  group  2,  459  mg/kg;  group  3,  1  mg/kg.  The  decrease  in  the  vitamin  E

levels  of  groups  2  and  3  was  caused  by  the  heat  treatments.  Blood  samples  were  obtained  by

venipuncture  from  the  jugular  vein  at  3  and  4  hours  (time  points  1  and  2,  respectively)  after

the  last  meal.  The  study  plan  was  approved  by  the  Test  Animal  Committee  of  MTT  Agrifood

Research  Finland.

4.1.3  Animal  experiment  2  (III,  IV)

Twenty­six  growing  pigs  (castrated  boars)  were  used  in  the  study.  For  2  weeks,  two  groups

of  13  pigs  (groups  1  and  2)  were  fed  a  diet  containing  16%  sunflower  seed  oil  varying  in

oxidation  levels.  The  oil  of  group  1  was  not  oxidised  (peroxide  value  1  mequiv  O2/kg),

whereas  the oil  of  group 2  was  oxidised  in  convection  ovens at 60 ºC  until  the  peroxide  value



40

of  190 mequiv  O2/kg  was  reached.  The vitamin E  contents of  the  oils were as  follows:  group  1,

550  mg/kg;  group  2,  103  mg/kg.  The  decrease  in  the  vitamin  E  level  of  group  2  was  caused  by

the  heat  treatment.  Blood  samples  were  obtained  by  venipuncture  from  the  jugular  vein  at  3

and  4  h  (time  points  1  and  2,  respectively)  after  the  last  meal.  The  study  plan  was  approved

by  the Test Animal  Committee of  MTT Agrifood Research  Finland.

4.1.4  Clinical  trial  1  (V)

Fourteen  healthy,  non­smoking  males  (aged  35–53)  with  a  slightly  elevated  total  cholesterol

level  (5.3–7.2  mmol/L)  were  recruited  for  the  randomised  double­blind  crossover  study.  The

effects  of  oatmeal  porridge  (portion  size  185  g;  contained  peeled  apple  and  cinnamon  as

flavorings)  supplemented  with  an  aglyconic  sea  buckthorn  flavonol  extract were  studied

against  a  control  porridge  that  did  not  contain  the  flavonols.  The  extract  (0.4  g)  added  to  the

porridge  contained  a  total  of  78  mg  flavonol  aglycones,  of  which  54.1  mg  isorhamnetin,  20.2

mg  quercetin  and  3.4  mg  kaempferol.  Flavonols  were  extracted  from  fruit  pulp  of  sea

buckthorn  with  an  ethanol–water  solution.  The  extract  was  purified  by  extraction  of  oil

with  hexane  and removal of  sugars with  water.

During  two  study  periods  of  4  weeks,  the  subjects  consumed  daily  a  portion  of  oatmeal

porridge  with  or  without  the  sea  buckthorn  flavonol  extract.  The  order  of  the  study  periods

was  randomised.  The  study  periods  were  separated  by  a  washout  period  of  4  weeks.  Before

and  after  each  study  period,  after  a  12­hour  fast,  blood  samples  were  collected  by

venipuncture.

Exclusion  criteria were  hormonal,  renal,  haematological or  hepatic  dysfunction,  a  myocardial

infarction,  treatment  with  lipid­lowering  or  non­steroidal  inflammatory  drugs,

cardiovascular  medication,  and  an  ongoing  inflammatory  state  or  disease.  Each  subject

provided  an  informed  written  consent,  and  they  were  free  to  discontinue  their  participation

in  the  study  at  any  point  without  explanation.  The  study  plan  was  approved  by  the  Ethics

Committee  of  the  Hospital  District  of  Southwest  Finland.
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4.1.5  Clinical  trial  2  (V)

Twenty­two  healthy,  non­smoking  males  (aged  34–59)  were  recruited  for  the  study  on  the

absorption  of  the  aglyconic  flavonol  extract  (same  as  that  used  in  trial  1).  The  subjects  were

divided  randomly  into  two  groups.  During  each  of  two  separate  visits,  after  overnight  fast,

the  subjects  were  given  a  single  dose  of  oatmeal  porridge  (portion  size  185  g;  unflavored)

containing  the  flavonol  extract  (group  1:  78  mg  of  total  flavonols;  group  2:  39  mg  of  total

flavonols).  During  one  of  the  visits,  each  subject  was  also  given  3  g  sea  buckthorn  oil  mixed

in  the  porridge  (meal  1A,  78  mg  flavonols;  1B,  78  mg  flavonols  and  3  g  sea  buckthorn  oil;  2A,

39  mg  flavonols;  2B,  39  mg  flavonols  and  3  g  sea  buckthorn  oil).  The  oil  had  a  standardised

composition  of  a  mixture  of  sea  buckthorn  seed  oil  and  berry  oil.  The  order  of  the  meals

(with  or  without  oil)  was  randomised.  The  subjects  were  asked  to  restrain  from  flavonol­

rich  foods  for  two  days  preceding  the  meals.  Blood  samples  were  collected  before  and  1,  2

and 4 h after  the  meals  for  the determination of  the  levels of  flavonols  in circulation.

Exclusion  criteria  were  the  same  as  in  study  1.  The  subjects  provided  an  informed  written

consent  before  the  study,  and  they  were  free  to  discontinue  their  participation  in  the  study

at  any  point  without  explanation.  The  study  plan  (a  continuation  of  the  earlier  study)  was

approved  by  the  Ethics  Committee  of  the Hospital  District of  Southwest  Finland.

4.2  PREPARATION OF  REFERENCE  COMPOUNDS  (I­V)

The  substrate  TAGs  for  the  oxidation  reactions  were  commercially  available.  In  preparing

reference  compounds  from  synthetic  TAGs,  the  following  methods  were used:  TAG  epoxides

were  obtained  using  3­chloroperoxybenzoic  acid  as  a  reagent;  TAG  hydroperoxides  were

prepared  by  photosensitised  oxidation  with  methylene  blue;  TAG  hydroxides  were  prepared

by  reduction  from  corresponding  TAG  hydroperoxides  by  triphenylphosphine; TAG  ketones

were obtained by  reduction  from  corresponding hydroxides  by  manganese dioxide;  synthetic

TAG  core  aldehydes  were  made  by  triphenylphosphine  reduction  of  ozonides  and  aldehyde

hydrazones  were  prepared  by  reaction with  DNPH.
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4.3 CLINICAL  ANALYSIS  (V)

Plasma  total  cholesterol,  HDL­cholesterol,  LDL­cholesterol,  TAG  and  glucose

concentrations  were  measured  by  standard  spectrophotometric  methods.  Paraoxonase

activity  was  determined  using  paraoxon  (O,O­diethyl­O­p­nitrophenylphosphate)  as

substrate,  and  measuring  the  formation  of  4­nitrophenol  spectrophotometrically.

Determination  of  high­sensitivity  CRP  concentrations  was  performed  from  the  serum  using

an  ultrasensitive  immunoassay.  Plasma  homocysteine  level  was  analyzed  by  fluorescence

polarization  immunoassay.  Antioxidant  potential  of  the  plasma  samples  was  measured  by

their  potency  in  resisting  2,2'­azobis(2­amidinopropane)dihydrochloride  (ABAP)  ­induced

peroxidation (TRAP­method).

4.4 SAMPLE PREPARATION

Plasma  and  serum  were  separated  from  cells  by  centrifugation  (I,  II,  IV,  V).  Chylomicrons

(Svedborg  flotation >  400)  and  VLDL  (Svedborg  flotation  20–400)  ­rich  fractions  were

isolated  from  plasma  by  ultracentrifugation  (155)  (II,  IV).  LDL  was  precipitated  from  serum

and  plasma  by  buffered  heparin (156) (I,  II,  IV,  V).  Lipids  were  extracted  from  plasma  and

lipoproteins  using  chloroform/methanol  (2:1,  by vol).

Three  pigs  from  each  of  the  two  groups  in  animal  experiment  2  were  killed  2–3  hours  after

the  last meal  (III).  Approximately  40  cm  length  of  small  intestine  was  detached  at  a  distance

of  80–200  cm  from  the  beginning  of  the  small  intestine,  the  distance  depending  on  the

progress  of  intestinal  contents.  The  portion  was  split  in  longitudinal  direction.  The  contents

were  removed  and  the  piece  was  rinsed  with  tepid  water.  The  epithelial  cells  were  scraped

off  from  the  intestinal  wall  and  the  lipids  were  extracted  using  chloroform/methanol  (2:1,  by

vol).  Also,  a  small  portion  of  adipose  tissue  was  detached  from  the  neck  after  slaughter.  The

lipids of  the  tissue  were  extracted  using chloroform/methanol  (2:1,  by  vol).
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4.5 PURIFICATION OF TAGS  AND  THEIR OXIDATON PRODUCTS

For  fatty  acid  analysis,  the  TAGs  of  chylomicrons  and  VLDL  (II,  IV),  LDL  (I),  or  small

intestinal  mucosa  and  adipose  tissue  (III)  were  purified  using  Sep­Pak  pre­packed  silica

columns  (Waters,  Milford,  MA,  USA).  Normal­phase  TLC  was  used  to  purify  the  oxidised

TAGs  with  heptane/di­isopropyl  ether/acetic  acid  (60:40:4,  by  vol)  as  the  mobile  eluent

(157)  (I­V).  TAG  and  their  oxidation  products were  detected  in  UV  light  after  spraying  with

2,7­dichlorofluorescein  (I­V).  Core  aldehydes  were  also  detected  using  a  Schiff  base  reagent

(I,  II).  Fractions  containing  the  oxidised  TAG  molecules  were  scraped  off  the  plates,  and

were  recovered  from  the  silica  gel  by  extraction  with  chloroform/methanol  (2:1,  by  vol)  (I­

V).  The extracts were  washed with distilled  water.

4.6 FATTY  ACID  COMPOSITION  OF TAGS  (I­IV)

The  fatty  acid  methyl  esters  of  TAG  were  prepared  by  sodium  methoxide­catalyzed

transesterification  (158).  Methyl  esters  were  dissolved  in  hexane  and  analyzed  by  GC

(Perkin­Elmer  AutoSystem,  Norwalk,  CT,  USA)  using  a  DB­23  column  (30  m ×  0.32  mm  i.d.,

0.25 µm  film  thickness;  Agilent  Technologies,  Palo  Alto,  CA,  USA).  The  instrument  was

equipped with a  flame  ionisation  detector.

4.7 ANALYSIS  OF  OXIDISED TAGS  (I­V)

TAGs  and  their  oxidation  products  were  separated  by  RP­HPLC.  In  some  cases,  core

aldehydes  were  separated  after  derivatisation  with  DNPH  reagent  (I,  II).  Discovery  HS  C18

column  (250  mm ×  4.6  mm  i.d.;  Supelco  Inc.,  Bellefonte,  PA,  USA)  was  used  in  the  system.

The  column  was  eluted  at  0.85  mL/min  and  a  linear  gradient  was  used:  20%  2­propanol  in

methanol  was  changed  to  80%  2­propanol  in  20  min.  The  final  composition  was  held  for  10

min.  Eighty­five  percent  of  the  effluent  was  led  to  a  Sedex  75  (S.E.D.E.R.E.,  Alfortville,

France)  evaporative  light  scattering  detector  (ELSD)  through  a  Shimadzu  (Kyoto,  Japan)

SPD­6AV  UV/VIS  detector  that  was  used  for  the  analysis  of  DNPH  derivatives  of  core

aldehydes.  Fifteen  percent  of  the  effluent  was  led  to  a  Finnigan  MAT  TSQ  700  triple
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quadrupole  mass  spectrometer  (Finnigan,  San  Jose,  CA,  USA)  equipped  with  a  nebulizer­

assisted  electrospray  interface.  Full­scan  MS  spectra  (m/z  450–1100)  were  collected  in

positive  ionisation  mode.  Negative  ion  full­scan  spectra  (m/z  600–1200)  were  collected

when  DNPH  derivatives  were  analysed  (I,  II).  The  electrospray  voltages  used  were  +4.5  kV

and ­4.5  kV  for positive  and negative  ions,  respectively.

4.8  DETERMINATION  OF  LIPID  OXIDATION  LEVEL

For  the  estimation  of in  vivo  lipid  oxidation  by  the  baseline  level  of  diene  conjugation  in

plasma  and  lipoproteins,  extracted  lipids  of  plasma  (II,  IV),  chylomicrons  (II,  IV),  VLDL  (II,

IV)  or  LDL  (I­V)  were  dissolved  in  cyclohexane  and  analysed  spectrophotometrically  at  234

nm  (122).  The  proportions  of  oxidised  TAG  molecules  in  the  total  lipids  of  lipoproteins  were

estimated  by  HPLC  using  the  conditions  described  above  (II,  IV).  The  estimations  were

based  on  the  ELSD  chromatograms  of  the  HPLC­runs  in  which  an  internal  standard  was

used.

4.9  ANALYSIS OF  FLAVONOL  ABSORPTION  (V)

To  determine  plasma  levels  of  quercetin,  kaempferol  and  isorhamnetin,  the  flavonol

conjugates  present  in  blood  samples  were  hydrolysed  by  incubating  plasma  for  17  h  at  37 °C

with  a  crude  enzyme  preparation  from Helix  pomatia  containing β­glucuronidase  and

sulfatase  activity  (159).  After  incubation,  Bond  Elut  C18  solid  phase  extraction  columns

(Varian  Inc.,  Palo  Alto,  CA),  was  used  to  separate  the  flavonols.  The  samples  were

immediately  frozen  and stored  in  ­70 °C.

The  flavonols  were  analysed  by  HPLC  with  fluorescence  detection,  where  Al(NO3)3  was

used  as  a  chelating  agent  (160).  The  sample  was  dried  and  dissolved  in  methanol­water  (1:1,

by  vol),  and  was  injected  onto  Phenomenex  Prodigy  ODS  5u  (3)  column  (250  ×  4.60  mm,  5

µm;  Torrance,  CA,  USA)  using  acetonitrile/0.025  M  phosphate  buffer  (pH  2.4),  31:69  (by

vol)  as  the  mobile  phase  at  a  flow  rate  of  1  mL/min.  The  column  was  placed  in  a  column  oven

set  at  30 °C.  The  column  effluent  was  mixed  with  0.4  mL/min  1.5  M  Al(NO3)3   in  methanol
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containing  7.2%  (by  vol)  acetic  acid  in  a  postcolumn  reactor  placed  in  the  column  oven.  The

reactor  consisted  of  a  15­m  (0.25  mm  internal  diameter)  Teflon  tubing  connected  to  the

HPLC  column.  The  fluorescence  of  the  flavonol­metal  complexes  were  measured  at  485  nm

using  a  Shimadzu RF­530  (Shimadzu  Corporation,  Kyoto,  Japan)  fluorescence  detector  with

an  excitation  wavelength  set  at  422  nm.  Areas  under  the  concentration­time  curve  (AUC)

were  calculated  using  the  trapezoidal  rule.  Areas  under  baseline  concentration  levels  were

ignored.

4.10 STATISTICAL ANALYSIS

All  statistical  analyses  were  carried  out  with  SPSS  10.0  and  SPPS  12.0  for  Windows  (SPSS,

Chicago,  IL,  USA).  Differences  of  P <  0.05  were  considered  statistically  significant.  Normal

distribution of  the  data was  tested with Shapiro  Wilk’s  test.

The  comparison  of  BDC  values  and  fatty  acid  compositions  was  carried  out  with

independent  samples  t­test  and  Mann­Whitney  U­test  (I,  III,  IV),  or  with  the  analysis  of

variance  and  Kruskal­Wallis  test  (II).

In  the clinical  studies  (V),  analysis  of  variance  for  repeated  measures  and  Friedman  test  were

used  to  compare  the  values  of  different  parameters  between  different  time  points.  T­tests  for

independent  and  paired  samples  as  well  as  corresponding  nonparametric  tests  were  used  to

compare  individual  pairs  between  groups  and  time  points.  Appropriate  Bonferroni

corrections  were  used.
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5 RESULTS  AND  DISCUSSION

The  thesis  is  based  on  five  original  papers.  Paper  I describes  the  application  of  a  new

approach  based  on  HPLC­ESI­MS  and  BDC  methods  to  the  analysis  of  oxidised  TAG

molecular  structures  and in  vivo  lipid  oxidation  level  in  lipoproteins.  LDL  samples  of

normolipidaemic and  hyperlidaemic  subjects were  used  in  the  study. The  approach  was  used

in  all  the  later  studies.  In  papers II and IV  conjugated  dienes,  TAG  oxidation  level  and

oxidised  TAG  species  found  in  chylomicrons  and  VLDL were  studied  in  pigs  after  a  diet  rich

in  either  non­oxidised  or  oxidised  sunflower  seed  oil.  Paper III  describes  the  effects  of  the

dietary  oils  on  the  oxidised  TAG structures  found  in  the small  intestinal mucosa of  pigs.

In  paper V  the  effects  of  flavonols  extracted  from  sea  buckthorn  on  LDL  lipid  oxidation  and

other  potential  risk  factors  of  atherosclerosis  were  studied  in  humans.  The  flavonol  extract

used was  aglyconic.  Also,  the absorption  of  the  flavonol  aglycones  was  investigated  by  HPLC

after  the  hydrolysis  of  flavonol  conjugates  formed  in vivo  back  to  aglycones.

5.1  ANALYSIS OF LIPID  OXIDATION  AND  OXIDISED TAGS  IN  LIPOPROTEINS

5.1.1  Pre­study  (I)

The  validity  for  the  present  HPLC  column and  gradient  program  of  the  elution  factors

determined  by  Sjövall  et  al.  (52) was  tested  with  TAGs  of  different  molecular  species  and

with  core  aldehyde,  hydroperoxide,  hydroxide  and  epoxide  reference  compounds.  The

retention  times  obtained  by  the  present  HPLC  column  were  longer  than  those  of  the  column

used  by  Sjövall  et  al.  for  the  analysis  of  synthesised  lipids  (52).  This  is  why  the  linear

gradient  was  changed  from  the  original  30  minutes  to  20  minutes.  However,  the  elution

factors  could  be  applied  to  the  present  column  as  such.

Differences  were  found  between  the  oxidation  levels  of  the  samples.  The  LDL­BDC  value

was  22.2 µmol/L  serum  in  the  normolipidaemic  group,  and  88.1 µmol/L  serum  in  the

hyperlipidaemic  group.  The  molar  proportion  of  conjugated  dienes  in  the  LDL  lipids  of  the

hyperlipidaemic  group  was  1.7  times  higher  than  in  the  LDL  lipids  of  normolipidaemic
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group.  Differences  in  dietary  habits  between  the  groups  and,  consequently,  differences  in  the

contribution  of  diet  to  oxidative  stress  in  the  body  may  partly  explain  the  phenomenon.  The

amounts  of  oxidised  TAG  molecules  detected  were  small.  However,  several  species  of

oxidised  TAGs  were  identified.  These  included  TAG  molecules  with  a  keto  or  an  epoxy

group  attached  to  a  fatty  acid,  and  TAG  molecules  with  a  fatty  acid  core  aldehyde.  No  major

differences  were  found  between  the  oxidation  products  of  the  samples.  In  some  TAGs  of  52

acyl  carbons,  the  keto/epoxy  ratio  was  greater  in  the  hyperlipidaemic  group  than  in  the

normolipidaemic  group.  No  hydroperoxides  were  found  in  the  TAG.  This  is  surprising,  but

in  accordance  with  the  hypothesis  that  only  traces  of  unmodified  hydroperoxy  lipids  are

found  in  tissue  and blood  samples  (161).

The  oxidised  structures  were  found  by  extracting  peaks  of  a  specific m/z  value  from  MS

chromatograms.  Only  [M+Na]+  ions  were  formed  from  the  molecules  other  than  DNPH

derivatives,  which  were  detected  as  [M­H]­  ions.  If  the  retention  time  for  a  peak  of  an m/z

value  suggested  a  certain  type  of  oxidation  product  and  a  particular  fatty  acid  composition,

and  a  homologous  series  of  ions  was  found  in  the  chromatogram,  this  was  regarded  as  strong

evidence  of  a  specific  molecular  structure.  It  was  estimated  that,  on  average,  at  most  20

ng/mL  of  non­volatile  oxidation  products  of  LDL­TAG  occurred  in  the  serum  of  the  subjects.

The  results  showed  that  the  HPLC­ESI­MS  method  is  applicable  to  the  research  of  TAG

oxidation  in  lipoproteins.

5.1.2  Animal experiments  (II,  IV)

TAGs  seem  to  have  a  contribution  of  almost  30%  to  the  diene  conjugation  of  LDL  (Ahotupa

M.,  and  Viikari,  J.,  unpublished  results),  a  lipoprotein  class  containing  considerably  less

TAG  than  chylomicrons  and  VLDL.  Thus,  oxidised  TAG  molecules  would  be  expected  to

have  a  major  contribution  to  the  total  lipid  oxidation  of  lipoproteins,  particularly

chylomicrons  and  VLDL.  The  TAG  molecular  structures  described  below  do  not  denote

regioisomers.

In  animal  experiment  1  (II),  the  lipoprotein  lipid  oxidation  level  seemed  to  be  higher  and

chylomicron  TAGs  seemed  to  be  more  oxidised  in  the  pigs  fed  on  the  most  oxidised  oil
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(peroxide  value:  223  mequiv  O2/kg)  compared  to  those  fed  on  non­oxidised  oil.  In  animal

experiment  2  (IV),  lipoprotein  lipid  oxidation  level  was  typically  higher  and  lipoprotein

TAGs  were  more  oxidised  in  the  pigs  fed  on  the  oxidised  oil  (peroxide  value:  190  mequiv

O2/kg)  (group  2)  compared  with  those  fed  on  the  non­oxidised  oil  (group  1).  There  seemed

to  be  less  conjugated  dienes  in  the  VLDL  fraction  of  group  2,  but  estimated  proportions  of

oxidized  TAG  molecules  in  the  total  lipids  of  both  chylomicrons  and  VLDL  were  higher  in

group  2.  In  the  case  of  chylomicrons,  the  difference  was  considerable.  It  is  noteworthy  that

in  both  animal  experiments  (II,  IV),  due  to  degradation  during  heat  treatment,  the  oxidised

test  oils  contained  less  vitamin  E  than  the  non­oxidised  oils,  resulting  in  lower  total  vitamin

E  content  in  the  feed  containing  the  oxidised  oils  compared  to  the  feed  containing  the  non­

oxidised  oil  (in  case  of  animal  experiment  2,  177 vs.  249  mg/kg  feed  in  groups  2  and  1,

respectively).  This  may  explain  some,  but  not  all,  of  the  differences  in  lipid  oxidation  levels

between different  groups.

In  both  studies  (II,  IV),  fatty  acid  compositions  of  the  TAGs  of  chylomicrons  and  VLDL

reflected  to  a  large  degree  the  fatty  acid  compositions  of  the  test  oils.  In  VLDL  TAG,  18:3n­6

(γ­linolenic  acid)  was  present  in  notable  amounts,  which  indicated  incorporation  of

endogenous γ­linolenic  acid  into  VLDL.  Several  oxidised  TAG  structures  were  found  in  the

chylomicron  and  VLDL  samples.  These  products  consisted  of  TAG  molecules  with  a

hydroxy,  an  epoxy  or  a  keto  group  attached  to  a  fatty  acid,  and  of  TAG  molecules  containing

an  aldehyde  structure  derived  from  a  fatty  acid.  Typically,  the  oxidation  products  were

formed  from  TAG  with  ACN:DB  (acyl  carbon  numer:number  of  double  bonds)  52:2,  52:3,

52:4,  54:3,  54:4,  54:5  and  54:6.  Most  of  the  oxidised  structures  were  found  in  all  samples  at

both  time  points.  Typically,  TAG  molecules  with  oxidative  modification  in  only  one  of  the

fatty  acids were  detected.

In  animal  experiment  2  (IV),  TAG  core  aldehydes  were  identified  as  such,  not  DNPH

derivatives.  The aldehydic  [M +  Na]+  ions were  observed  to  be  partly  transformed  to  [M  +  Na

+  32]+  adduct  ions  in  our  ion  source,  possibly  indicating  formation  of  hemiacetal  structures

within  the  molecules  (Sjövall,  O.,  personal  communication).  The  phenomenon  helped  in  the

detection and  identification  of  the  core  aldehydes.
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In  animal  experiment  1  (II),  the  peaks  representing  the TAG  ketones of  chylomicrons  at  time

point  1  seemed  to  be  slightly  stronger  in  the  pigs  fed  on  the  most  oxidised  oil  compared  to

the  other  groups.  In  animal  experiment  2  (IV),  the  peaks  representing  the  TAG

hydroxides/epoxides/ketones  of  54  or  56  acyl  carbons  and  the  peaks  representing  the  TAG

core  aldehydes  of  45  carbons  with  a  hydroxy/epoxy/keto  group  attached  to  the  molecule

were  stronger  in  group  2  compared  to  group  1.  An  exception  was  the  ion  representing  the

structure  18:2  OH/18:1/18:1  (postulated),  which  was  stronger  in  group  1.  The  ratio  of  the

structure  18:2  keto/18:2/18:2  (ACN:DB  54:6)  to  the  structures  18:2  keto/18:2/18:1+18:1

keto/18:2/18:2    (ACN:DB  54:5)  seemed  to  be  higher  in group  2 compared  to  group  1.

Virtually  no  TAG  hydroperoxides  could  be  detected  either  in  the  chylomicron  or  VLDL

samples  (II,  IV).  This  is  in  contrast  with  the  oxidised  test  oils,  where  monohydroperoxides

were  the  major  class  of  oxidized  TAGs.  In  the  test  oils,  monohydroperoxides  were  formed

from  TAG  with  ACN:DB  52:2,  52:3,  52:4,  54:3,  54:4,  54:5  and  54:6  (like  most  of  the  oxidised

TAG  molecules  in  the  lipoprotein  samples).  The  hydroperoxy  TAG  molecules  were  partly

fragmented  in  the  ion  source  (cleavage  of  H2O),  which  helped  in  the  identification  of  such

molecules.  The  product  formed  could  be  a  ketone  or  an  epoxide  without  a  loss  of  any  double

bonds.  Neff  and  Byrdwell  (162)  discovered  that  in  atmospheric­pressure  chemical  ionization

(APCI)  ion  source,  TAG  hydroperoxides  formed  epoxides  by  loss  of  the  outer  ­OH  from  the

hydroperoxy  group,  followed  by  cyclisation  of  the  remaining  oxygen.  This  reaction  may  also

have  taken  place  in  our  ESI  source.  The  possibility  that  some  decomposition  of  hydroperoxy

structures  had  occurred  during  sample  preparation  cannot  be  excluded.  However,  in  the

present  studies,  TAG  hydroperoxides  had  been  relatively  stable  during  extraction

procedures,  TLC,  and HPLC  runs.

Lipoproteins  rich  in  TAG  seem  to  be  important  factors  in  the  induction  of  atherogenesis

(163),  which  could  at  least  partly  be  explained  by  oxidised  TAG  molecules.  The  results  of  the

animal  experiments  (II,  IV)  show  that  the  oxidation  of  dietary  fat  was  reflected  in  the

lipoprotein  oxidation.  Thus,  it  seems  that  the  oxidised  TAGs  are  absorbed  in  the  small

intestine  and/or  they  initiate  a  cascade  of  subsequent  oxidation  reactions  that  result  in  the

increased  oxidation of  lipoproteins  and their TAG  molecules.
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5.2  ANALYSIS  OF  TAG  OXIDATION  IN  SMALL  INTESTINAL  MUCOSA (III)

The  TAGs  of  the  mucosa  samples  represented  mainly  the  reassembled  molecules  formed

inside  the  epithelial  cells.  Minor  amounts  of  the  TAGs  may  also  have  originated  from  the

luminal  side  of  the  cells,  representing  molecules  not  broken  down  by  gastric  and  pancreatic

lipases,  and  not  detached  by  rinsing.  The  TAG  fatty  acid  compositions  reflected  to  a  large

degree  those  of  the  dietary  sunflower  seed  oils.  The  results  also  indicated  an  effect  of  test  oil

autoxidation on  the  TAG  fatty  acid  composition of  adipose  tissue.  In  the  pigs  fed  on oxidised

sunflower  seed  oil  (group  2),  but  not  in  the  pigs  fed  on  non­oxidised  oil  (group  1),  the

relative  amount  of  mucosal  linoleic  acid  (18:2n­6)  seemed  to  be  lower  compared  to  the

corresponding  test  oil.

In  the  oxidised  test  oil,  TAG  monohydroperoxides  were  the  major  class  of  oxidised  TAG.

Monohydroperoxides  detected  were  formed  from  TAG  with  ACN:DB  52:2,  52:3,  52:4,  54:3,

54:4,  54:5  and  54:6.  Dihydroperoxides  were  formed  from  TAG  with  ACN:DB  52:4,  54:6  and

54:5.  However,  these  TAG  hydroperoxides  were  not  detected  in  the  mucosa  or  the  adipose

tissue  samples,  neither  as  such  nor  as  a  combination  of  hydroperoxy  and  oxo/epoxy  groups.

This  indicates  an  absence  of  these  molecules  in  the  tissue  TAG  or  a  considerable  decrease  in

the  level  of  them  compared  to  the  oxidized  sunflower  seed  oil.  Taken  the  sensitivity  of  the

instrumentation  into  consideration,  the  decrease  was  estimated  to  be  at  least  80%  in  case  of

monohydroperoxides.  The  system  was  not  optimised  for  the  analysis  of  TAG

trihydroperoxides  and  other  equally  polar  TAG  oxidation  products.

TAG  hydroxides,  ketones  and  epoxides  were  detected  in  the  tissue  samples  of  both  groups.

No  core  aldehydes  were  detected.  Same  oxidised  TAG  molecular  species  were  detected  in

both  groups.  It  is  interesting  that  TAG  hydroxides,  ketones  and  epoxides  were  also  detected

in  both  the  non­oxidised  and oxidised  test  oils,  although  only  traces  of  hydroperoxides  were

observed  in  the  non­oxidised  oil.  These  findings  indicate  that  our  method  sensitively  detects

the secondary oxidation products of  TAG  present  in different matrices.

The  results  suggest  an  effective  degradation  of  hydroperoxides  before  and/or  during  the

reassembly  of  TAG  molecules  in  the  epithelial  cells  of  small  intestinal  mucosa.  The  findings



51

are  in  line  with  the  results  of  Kanazawa  et  al. (98,  99),  which  showed  a  very  limited

transport  of  hydroperoxides  into  small  intestine.

5.3.  STUDIES  ON SEA  BUCKTHORN FLAVONOLS AND  THEIR EFFECTS (V)

In  recent  years,  a  number  of  new  potential  risk  factors  or  markers  have  been  proposed  as

predictors  of  atherosclerosis  and  its  complications.  C­reactive  protein  (CRP)  is  a  circulating

acute­phase  reactant  that  is  increased  many­fold  during  the  inflammatory  response  to  tissue

injury  or  infection  (164).  An  evolving  body  of  work  suggests  that  even  small  increases  in

CRP  within  the  normal  range  are  predictive  of  future  vascular  events  (165).  Homocysteine  is

a  highly  reactive  amino  acid  formed  as  a  by­product  of  the  metabolism  of  the  essential  amino

acid  methionine  (166). Numerous  observational  studies  have  reported  on  the  association

between  homocysteine  levels  and  vascular  risk  (165).  Paraoxonase  is  an  antioxidative

enzyme  that  has  a  role  in  removing  oxidised  lipids  from  LDL  and  HDL.  Studies  suggest  that

low  paraoxonase  activity  is  a  risk  factor  of  cardiovascular  disease  (167).  In  clinical  trial  1,  the

porridge  with  the  sea  buckthorn  flavonol  extract  did  not  have  clear  effects  on  these

parameters,  nor  on  LDL­BDC  values.  However,  HDL  cholesterol  was  slightly  decreased

during  the  control  period.  There  seems  to  have  been  a  minor  decrease  in  total  cholesterol

level  as  well  during  both periods,  although  this  decrease was not  significant.

In  all  subjects,  some  oxidised  TAG  molecules  of  50  and  52  acyl  carbons  were  detected  in

LDL  after  both  study  periods.  The  molecules  were  observed  to  contain  keto  and  epoxy

structures  in  their  fatty  acid  residues.  However,  the  consumption  of  test  meals  during  the

study  periods  did  not  have  clear  effects  on  the  proportion  of  these  structures  in  the  LDL

total  lipids.

The  flavonoids  in  sea  buckthorn  fruit  pulp  are  mainly  flavonols,  of  which  isorhamnetin  is

typically  found  in  largest  amounts  (Figure  5).  Quercetin  is  also  present,  as  well  as  small

amounts  of  kaempferol.  In  the  berries,  flavonols  are  present  mainly  as  glycosides.  In  the

body,  flavonols  form  conjugates  with  glucuronic  acid  and  sulfate  (168).  In  clinical  trial  2,

these  conjugates  were  hydrolysed  in  order  to  simplify  the  analysis  of  flavonol  absorption.

Plasma  flavonol  concentrations  were  estimated  by  using  standard  compounds,  which  went
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through  the  same  sample  preparation  procedures  as  the  plasma  samples.  The  flavonols  added

to  porridge,  both  with  and  without  added  sea  buckthorn  oil,  increased  the  plasma  levels  of

isorhamnetin  and  kaempferol  with  both  doses  of  the  flavonol  extract  (78  or  39  mg  of

flavonols).  The  doses  of  total  flavonols  are  not  beyond  the  levels  that  could  be  obtained  from

normal  diet  that  includes  e.g.  flavonol­rich  berries  or  fruits.

Although  the  trend  was  similar  after  all  meals,  the  increase  in  the  plasma  quercetin

concentration  was  only  significant  after  meal  2B.  The  relatively  high  standard  deviations  and

hence  somewhat  poor  precision  were  not  caused  by  HPLC  separation  or  fluorescense

detection,  but  rather  by  sample  preparation  steps.  However,  the  results  clearly  demonstrate

the  absorption  of  the  flavonol  aglycones.  The  plasma  concentrations  of  quercetin,

kaempferol,  and  isorhamnetin  peaked  1  h  after  the  meal,  and  started  to  decrease  after  that.

 Isorhamnetin Kaempferol

Quercetin Tamarixetin

Figure  5. Molecular  structures  of  some  flavonol  aglycones.
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This  indicates  absorption  from  the  upper  duodenum  and  perhaps  even  from  the  stomach.

AUC­values  were  calculated,  and  both  with  and  without  added  sea  buckthorn  oil,  the

results  showed  significantly  (P <  0.05)  higher  plasma  levels  of  kaempferol  and  isorhamnetin,

when a  higher dose  of  the  extract  was  used.

Some  of  the  isorhamnetin  found  in  the  plasma  may  have  originated  from  quercetin

methylated  after  absorption  (3´­methylation)  (169).  The  degree  of  3´­methylation  in  humans

compared  to  4´­methylation  is  not  known.  However,  it  seems  that  most  of  the  quercetin

remains  unmethylated  (10,  168,  170).  The  HPLC  method  used  does  not  efficiently

differentiate  between  isorhamnetin  (3´­methylquercetin)  and  tamarixetin  (4´­

methylquercetin).  Thus,  some  tamarixetin  formed  from  quercetin  after  absorption  may  have

eluted  along  with  isorhamnetin.

The  addition  of  a  small  amount  (3  g)  of  sea  buckthorn  oil  seemed  to  have  enhanced  the

absorption  and  bioavailability  (determined  as  AUC)  of  flavonols  in  the  group  with  a  higher

amount  of  dietary  flavonols.  This  is  in  accordance  with  the  study  of  Lesser  et  al. (169),  in

which  higher  fat  concentration  (17% vs.  3%  in  the  diet)  increased  the  bioavailability  of

quercetin.  With  the  lower  dose  of  flavonol  extract,  the  increase  was  not  shown  in  the

present  study.

The  results  give  interesting  new  information  on  the  absorption  of  different  flavonol  classes.

The  absorption  of  kaempferol  and  isorhamnetin  aglycones,  flavonols  whose  absorption  and

bioavailability have  not  been  studied widely,  was  clearly  shown.
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6 CONCLUSIONS

During  the  last  few  years,  various  methods  have  been  optimised  and  applied  to  the  analysis

of  lipid  oxidation  products in  vivo,  and  information  on  the  molecular  structures  of  oxidised

lipids  in  plasma,  lipoproteins  and  atherosclerotic  plaques  has  started  to  accumulate.

Methods  based  on  HPLC­ESI­MS  and  HPLC­ESI­MS/MS  have  been  particularly  important

in  the  field  of  structural  research.  Although  TAGs  are  a  major  lipid  class  in  lipoproteins,  the

analysis  of oxidised  TAG  structures  in  the  particles has been  neglected.

In  the  present  studies,  a  novel  analytical  approach  based  on  HPLC­ESI­MS  and  BDC

methods  was  applied  to  the  analysis  of  lipoprotein  lipids.  The  structural  analysis  of  oxidised

TAG  molecules  found  in  chylomicrons,  VLDL  and  LDL  is  reported  for  the  first  time.  Various

oxidised  TAG  structures  with  hydroxy,  keto,  epoxy  or  aldehydic  groups  were  found  in

lipoproteins  and  small  intestinal  mucosa.  The  oxidation  levels  of  lipoprotein  lipids  and  their

TAG  molecules  were  shown  to be  increased  by oxidised  dietary oil.

Dietary  flavonols  extracted  from  sea  buckthorn  did  not  affect  LDL  lipid  oxidation,  but  their

absorption  was  clearly  demonstrated  in  the  studies.  Gastrointestinal  absorption  of

isorhamnetin  is  reported  for  the  first  time.  The  results  also  suggest  that  the  amount  of

ingested  fat  affects  the  bioavailability  of  the  flavonols.  Diet  has  an  important  contribution  to

oxidative  stress  in  the  body,  and  dietary  components  interact  with  each  other  both  before

and  after  absorption  in  the  gastrointestinal  tract.  In  order  to  fully  benefit  from  dietary

components  with  antioxidant  activity,  they  should  be  ingested  simultaneously  with

oxidisable  components  (e.g.  fats)  that  are  already  oxidised  to  some  degree  or  prone  to

oxidation  in  the  body.

The  present  results  encourage  further  research  on  the  physiological  consequences  of  dietary

fat  oxidation  and  antioxidant  supplementation,  as  well  as  detailed  studies  on  the  effects  of

oxidised  dietary  lipids  on  lipid  molecular  structures  found  in  various  lipoproteins  and

tissues.
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